Caracterização química e biológicada pieris brassicae alimentada com Brassica Ra pa Var. Rapa by Alexandra de Pinho Noites Lopes
 
 
 
 
Alexandra de Pinho Noites Lopes 
 
 
 
 
 
 
Caracterização química e biológica 
da Pieris brassicae alimentada com 
Brassica rapa var. rapa 
 
 
 
 
Dissertação de Mestrado em Controlo de Qualidade 
Especialização em Água e Alimentos 
 
 
 
 
Trabalho realizado sob a orientação da  
Professora Doutora Paula Cristina Branquinho de Andrade 
 
 
 
 
Setembro 2009 
 
 
________________________________________________________________________________ II
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
É AUTORIZADA A REPRODUÇÃO INTEGRAL DESTA DISSERTAÇÃO APENAS 
PARA EFEITOS DE INVESTIGAÇÃO, MEDIANTE DECLARAÇÃO ESCRITA DO 
INTERESSADO, QUE A TAL SE COMPROMETE. 
 
 
________________________________________________________________________________ III
Agradecimentos 
 
 
Gostaria de deixar uma palavra de profunda gratidão a todos aqueles que, directa ou 
indirectamente, contribuíram para a realização deste trabalho. Para a sua 
concretização contribuíram várias vontades que, num esforço colectivo, me permitiram 
chegar ao fim. Sendo assim quero deixar o meu obrigada às seguintes pessoas e 
instituições: 
 
À minha orientadora, Professora Doutora Paula Andrade, por todo o apoio, pelo 
estímulo e entusiasmo revelado por esta dissertação, pelas críticas e sugestões 
relevantes feitas durante a orientação, pela disponibilidade sempre revelada em todas 
as fases que levaram à concretização deste trabalho. 
 
À Professora Doutora Patrícia Valentão por todas as informações e ensinamentos que 
me forneceu, pela sua presença, simpatia, dedicação e colaboração. 
 
À Faculdade de Farmácia da Universidade do Porto pela possibilidade da realização 
deste Mestrado.  
 
Ao Laboratório de Farmacognosia, que me acolheu, pela estrutura e assistência 
necessárias à realização deste trabalho. 
 
À Professora Doutora Maria Beatriz Oliveira, coordenadora do Mestrado em Controlo 
de Qualidade, pela colaboração e disponibilidade. 
 
Ao Professor Doutor Federico Ferreres pela identificação dos compostos por LC-MS. 
 
Aos Professores Doutores José Alberto Pereira e Albino Bento por me facultarem as 
amostras das matrizes com as quais trabalhei. 
 
Ao Mestre David M. Pereira, na altura bolseiro de investigação da FCT, pela 
contribuição na realização da parte experimental. 
 
Aos restantes membros do Laboratório de Farmacognosia da Faculdade de Farmácia 
da Universidade do Porto pelo bom acolhimento e pela cooperação ao longo destes 
meses de trabalho. 
________________________________________________________________________________ IV
 
À Fundação para a Ciência e a Tecnologia pelo apoio financeiro através do projecto de 
investigação "Pieris brassicae como laboratório de síntese de novos compostos com 
potencial biológico a partir de Brassica oleracea var. costata, Brassica oleracea var. 
acephala e Brassica rapa var. rapa." 
(PTDC/AGR-AAM/64150/2006). 
 
À amiga e colega de trabalho, Dr.ª Clara Pereira, que me tem acompanhado em 
muitos momentos profissionais partilhando tristezas e alegrias, silêncios e conversas, 
trabalho e lazer. 
 
Aos meus amigos que me foram perguntando pelo trabalho e que me foram 
estimulando pela confiança em mim depositada, fazendo-me acreditar que era 
possível ter sucesso. 
 
À minha amiga Paula que, apesar de não poder partilhar este momento fisicamente 
comigo, nunca duvidou que eu conseguiria atingir o meu propósito e sempre me deu 
força para continuar. 
 
Aos meus pais, por tudo o que me proporcionam. Nada que escreva pode alguma vez 
exprimir o quanto lhes sou grata. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
________________________________________________________________________________ V
Publicações 
 
Fazem parte desta dissertação os seguintes trabalhos já publicados: 
 
Ferreres F, Valentão P, Pereira JA, Bento A, Noites A, Seabra RM, Andrade PB. 
HPLC-DAD-MS/MS ESI Screening of phenolic compounds in Pieris brassicae L. 
Reared on Brassica rapa var. Rapa L. . J Agric Food Chem 2008 Fev; 56 (3): 844-853. 
 
Pereira DM, Noites A, Valentão P, Ferreres F, Pereira JA, Vale-Silva L, Pinto E, 
Andrade PB. Targeted metabolite analysis and biological activity of Pieris brassicae fed 
with Brassica rapa var. rapa. J Agric Food Chem. 2009 Jan 28;57(2):483-9. 
 
Pereira DM, Noites A, Valentão P, Vale-Silva L, Pinto E, Ferreres F, Pereira JA, 
Seabra RM, Andrade PB. Phenolics and organic acids with potential bioactivity in Pieris 
brassicae L. reared on Brassica rapa var. Rapa L. Planta Med., 2008, 74, 1092-1093 
(Resumo). 
 
Comunicações 
Orais: 
 
Pereira DM, Noites A, Ferreres F, Valentão P, Seabra RM, Andrade PB. Screening of 
phenolic compounds with bioactivity in Pieris brassicae L. reared on Brassica rapa var. 
rapa L. using HPLC-DAD-MS/MS-ESI. IJUP08 – First Meeting of Young Researchers 
of U.Porto. 20-22 de Fevereiro, 2008. Porto (Portugal). 
 
 
Em painel: 
 
Pereira, DM, Noites A, Valentão P, Vale-Silva L, Pinto E, Ferreres F, Pereira  JA, 
Seabra R.M,  Andrade PB. Phenolics and organic acids with potential bioactivity in 
Pieris brassicae L. reared on Brassica rapa var. Rapa L. 7th Joint Meeting of AFERP, 
ASP, GA, PSE & SIF - Natural Products with Pharmaceutical, Nutraceutical, Cosmetic, 
and Agrochemical Interest. 3 a 8 de Agosto de 2008. Atenas (Grécia). 
 
________________________________________________________________________________ VI
Resumo 
 
 
O perfil fenólico da borboleta branca da couve (Pieris brassicae L.; Lepidoptera: 
Pieridae) nas suas diferentes fases de desenvolvimento (lagarta, exúvia e borboleta), 
os seus excrementos e a sua planta hospedeira Brassica rapa var. rapa L. foi 
determinado por HPLC-DAD-MS/MS-ESI.  
 
Na planta foram identificados vinte e cinco flavonóides glicosilados acilados e 
não acilados assim como os ácidos ferúlico e sináptico. Os excrementos apresentaram 
doze dos compostos já identificados na planta e também flavonóides sulfatados e 
glicosilados que não foram detectados nas folhas. Na lagarta em jejum por doze horas, 
só três compostos eram comuns as da planta e outros dois estavam também 
presentes nos excrementos. Os resultados indicam que a desacilação, a 
desglicosilação e a sulfatação (descrita pela primeira vez neste lepidóptero) estão 
envolvidos nos processos metabólicos da P. brassicae. 
 
O perfil de ácidos orgânicos das diferentes matrizes foi determinado por 
HPLC/UV e revelou-se composto por ácido cítrico, málico, chiquímico e fumárico, com 
a excepção dos excrementos que só apresentaram os ácidos málico e fumárico. 
 
Pela primeira vez foi testada a capacidade biológica num sistema insecto-planta 
(Pieris brassicae alimentada com Brassica rapa var. rapa), nomeadamente a 
actividade antioxidante (radicais DPPH•, •NO e O2
-•). As amostras referentes ao 
insecto revelaram-se sempre mais activas que a planta hospedeira. 
 
Devido a estes resultados a P. brassicae e os seus excrementos podem ser uma 
fonte promissora de compostos bioactivos que podem permitir retirar proveito desta 
praga tão comum nas culturas de Brassica. 
 
 
 
 
Palavras-chave: Pieris Brassicae; Brassica rapa var. rapa; compostos fenólicos; 
ácidos orgânicos; actividade antioxidante. 
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Abstract 
 
 
The phenolic profiles of cabbage white butterfly (Pieris brassicae L.; Lepidoptera: 
Pieridae) at different development stages (larvae, exuviae and butterfly), its 
excrements and its host plant Brassica rapa var. rapa L. were determined by HPLC-
DAD-MS/MS-ESI.  
 
Twenty five acylated and non-acylated flavonoid glycosides and ferulic and 
sinapic acids were identified in host plant, from which only twelve compounds were 
found in the excrements. In addition, the excrements showed the presence of sulphate 
flavonoids and other flavonoid glycosides which were not detected in the leaves. In the 
larvae kept without food for twelve hours, only three compounds common to the plant 
material and two others, also present in the excrements, were characterized. The 
results indicate that deacylation, deglycosylation and sulphating steps are involved in 
the metabolic process of P. Brassicae. 
 
The organic acids profile of the distinct matrices was determined by HPLC/UV 
and revealed to be composed by citric, malic, shikimic and fumaric acids, with the 
exception of excrements that only had fumaric and malic acids. 
 
For the first time an insect-plant system, Pieris brassicae fed with Brassica rapa 
var. rapa, was tested for its biological capacity, namely antioxidant (DPPH•, •NO and 
O2
-• radicals) activity. Samples from the insect’s life cycle (larvae, excrements, exuviae 
and butterfly) were found to be always more efficient than the host plant.  
 
The results may constitute a promising source of bioactive compounds, which 
could be used to take profit of this common pest of Brassica cultures. 
 
 
 
 
 
 
 
Key-Words: Pieris Brassicae; Brassica rapa var. rapa; phenolic compounds; organic 
acids; antioxidant activity. 
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AMPc - Adenosina monofosfato ciclíco  
ATP - Adenosina trifosfato 
DAD - Detector de díodos  
DNA - Ácido desoxiribonucleico 
DPPH - 1,1’-difenil-2-picrilhidrazilo  
EPS - Proteína Epitioespecífica 
ESI - Ionização por electrões em vapor  
GSH - Glutationa 
GSSG - Glutationa Oxidada 
HPLC - Cromatografia Líquida de Alta Pressão  
I3C - Indol-3-carbinol 
IC10 - Concentração Inibitória de 10% da reacção 
IC25 - Concentração Inibitória de 25% da reacção 
IC50 - Concentração Inibitória de 50% da reacção 
LC - Cromatografia líquida  
m/z - Relação massa/carga dos fragmentos iónicos formados 
MS - Espectrometria de massa 
MS2 - Espectro de massa da fragmentação do ião molecular desprotonado 
MS3 -  Espectro de massa da quebra dos fragmentos mais significativos 
derivados de [M-H]- 
NADH - Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo (forma reduzida) 
NADH - Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo (forma reduzida) 
nd - Não detectado 
NO - Óxido nítrico  
NOS - Óxido nítrico sintetase  
nq - Não quantificado 
NSP- Nitrile Specific Protein 
PAPS - 3´-fosfofadenosina-5´-fosfosulfato 
PMS - Metassulfato de fenazina  
RT - Tempo de retenção  
UDP – Uridinadifosfoglucose 
UV - Ultra-violeta 
Vis - Visível
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I. Introdução 
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1.Interacção insecto-planta 
 
Os padrões de interacção entre dois grupos com uma relação ecológica evidente 
como as plantas e os herbívoros, evidenciam a existência de uma coevolução. Tanto 
as plantas como os insectos estão sujeitos a pressões ambientais que têm um impacto 
importante na sua interacção. Os herbívoros e outros inimigos naturais desafiam a 
capacidade de resistência da planta de múltiplas formas e estas reagem 
desenvolvendo o seu potencial de resposta a esta pressão selectiva (Mello e Silva-
Filho 2002).  
Devido à quantidade de informação disponível, a relação entre os lepidópteros e 
as suas plantas hospedeiras é a ideal para este tipo de estudos (Ehrlich e Raven 
1964). A escolha das plantas que irão servir de alimento aos lepidópteros depende de 
múltiplos factores começando pelas plantas que estão disponíveis na área geográfica 
e ecológica dos mesmos. O local de oviposição pelo imago (insecto adulto) também é 
importante: uma escolha incorrecta pode levar à morte da larva por falta de alimento. 
Adicionalmente, as características estruturais e mecânicas das plantas também 
influenciam essa relação, muitas vezes limitando a aceitabilidade dos herbívoros 
(Ehrlich e Raven 1964).  
Os insectos, em relação à escolha que fazem das plantas para se alimentar, 
podem ser definidos como polífagos ou generalistas (possuem padrões alimentares 
não selectivos), oligófagos (os padrões alimentares são específicos de uma certa 
família) e monófagos (alimentam-se de uma ou duas espécies relacionadas entre si). 
Nestes dois últimos casos também se designam por insectos especialistas (Mattiacci 
et al. 2001). 
As plantas evoluíram morfologicamente e quimicamente de forma protegerem-se 
dos danos provocados pelos herbívoros. Inicialmente pensou-se que essas defesas 
eram constitutivas e, por isso, independentes do dano. No entanto, estudos recentes 
concluíram que as características e os processos que auxiliam as plantas a se 
defenderem de herbívoros tais como os insectos, se modificam após o ataque. As 
respostas das plantas ao ataque dos herbívoros podem ser dirigidas directamente aos 
insectos (defesas directas) ou podem promover a aproximação dos antagonistas 
naturais dos insectos (defesas indirectas) (Mattiacci et al. 2001). 
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Os mecanismos de defesa das plantas incluem respostas específicas que 
activam diferentes vias metabólicas, as quais alteram consideravelmente as suas 
características químicas e físicas. Entre os vários mecanismos surgem a indução de 
proteínas defensivas, de compostos voláteis que atraem os predadores dos insectos 
herbívoros, a produção de metabolitos secundários e a modificação da composição 
química em função da idade, da exposição solar e outros factores ambientais 
(Figura1) (Ehrlich e Raven 1964). 
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1.1) Biosíntese de metabolitos secundários    
 
Como foi referido por Ehrlich e Raven em 1964, a avaliação sistemática de 
plantas que são alimento para as lagartas de certos grupos de borboletas, permitiu 
concluir que os metabolitos secundários desempenham um importante papel na 
determinação dos padrões de utilização das plantas pelos insectos. 
Dos vários compostos produzidos pelas plantas há os que o são com objectivos 
defensivos, quer como substâncias constitutivas, de forma a repelir os herbívoros 
através de toxicidade directa ou então para reduzir a digestibilidade dos seus tecidos, 
quer como substâncias indutíveis sintetizadas como resposta aos danos teciduais 
provocados pelos insectos.  
As substâncias defensivas constitutivas são dispendiosas para a planta 
devido aos recursos consumidos na sua biosíntese, à toxicidade para a própria planta 
e às consequências ecológicas da sua acumulação. Uma forma de a planta reduzir 
esses prejuízos é sintetizar esses compostos após o dano inicial provocado pelos 
herbívoros. Esta estratégia é arriscada porque o ataque inicial pode ser muito rápido 
ou muito severo para que as defesas indutíveis possam ser eficazes. Desta forma, as 
espécies atacadas de forma frequente ou severa investem mais nas defesas 
constitutivas e as espécies raramente atacadas confiam nas defesas indutíveis. 
Quando se consideram as diferentes partes da planta pode-se estabelecer um 
raciocínio semelhante: as partes sujeitas a um risco de ataque superior podem ser 
protegidas constitutivamente, enquanto as restantes são melhor defendidas pelas 
respostas indutíveis (Wittstock e Gershenzon 2002). 
Os metabolitos secundários desempenham funções úteis, seja na forma 
constitutiva seja na forma indutiva (Tabela 1). Estão envolvidos no sistema defensivo 
das plantas, actuando como repelentes de insectos, inibidores de alimentação e/ou 
toxinas (Mello e Silva-Filho 2002). 
O modo como a planta armazena os metabolitos secundários é muitas vezes 
crucial para a sua eficácia. Algumas plantas acumulam as toxinas em ductos 
resinosos, lactíferos ou em tricomas glandulares. Quando estas estruturas sofrem 
ruptura devido ao ataque de herbívoros, as toxinas são libertadas em grandes 
quantidades (Wittstock e Gershenzon 2002).  
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As plantas produzem não só metabolitos defensivos individuais mas também 
complexas misturas. Estas misturas possuem uma actividade superior à soma das 
actividades dos seus constituintes individuais. Este sinergismo foi demonstrado com a 
mistura de dois óleos essenciais com compostos monoterpénicos, os quais 
apresentaram uma toxicidade nove vezes superior ao que seria esperado para a soma 
dos compostos individuais, para o lepidóptero generalista Spodoptera litura (Wittstock 
e Gershenzon 2002). 
Muitos compostos defensivos são tóxicos para a própria planta e as que 
possuem defesas constitutivas têm de ter a capacidade de sintetizar e armazenar os 
metabolitos sem se prejudicarem. Uma estratégia é armazenar esses compostos como 
precursores inactivos separadamente das enzimas que os activam (Wittstock e 
Gershenzon 2002). 
Inicialmente, a maior parte dos metabolitos secundários têm um papel defensivo 
mas, se um insecto ultrapassar a toxicidade ou repelência destes compostos pode 
tornar-se um monófago dessa planta, uma vez que não tem competidores. Assim, as 
substâncias que repelem a maior parte dos insectos podem atrair alguns grupos de 
insectos oligófagos que associam a sua presença à existência de nutrientes. 
Consequentemente os compostos anteriormente dissuasores podem-se tornar 
estimulantes. Desta forma as escolhas dos insectos podem dar a indicação da 
semelhança bioquímica entre grupos de plantas (Harborne 1994).  
As lagartas dos lepidópteros fitófagos interagem com uma grande variedade de 
metabolitos secundários juntamente com os metabolitos primários. Enquanto que os 
herbívoros generalistas podem desenvolver capacidades de forma a evitar os efeitos 
tóxicos dos metabolitos, os especialistas sequestradores podem incorporá-los no seu 
organismo com relativa impunidade e sem danificar as moléculas-alvo. Uma vez 
ingeridos pelos insectos os compostos que vão ser sequestrados podem ser 
reabsorvidos através da membrana do sistema digestivo, transportados até à 
hemolinfa e depositados em locais específicos do organismo (Nishida 2002). 
Alguns lepidópteros sequestram os metabolitos secundários só na fase larvar e 
eliminam uma grande parte dos metabolitos sequestrados quando se transformam em 
crisálida ou em adulto. Outras há que, tendo cores vistosas e sendo desagradáveis ao 
paladar no estado adulto, têm que reter essas substâncias durante as várias fases do 
ciclo de vida. 
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Tabela 1. Compostos químicos envolvidos na resistência das espécies vegetais 
hospedeiras aos insectos (adaptado de Mello e Silva-Filho 2002). 
 
 
Durante essas fases, a reorganização tecidular drástica pode condicionar a 
obtenção dos metabolitos sequestrados nestas espécies. Os compostos sequestrados 
pelos progenitores podem ser essenciais para a sobrevivência dos ovos e das larvas 
recém-eclodidas (Nishida 2002). 
 
Os aleloquímicos sequestrados pelos lepidópteros podem sofrer alterações antes 
do armazenamento. Esta biotransformação selectiva pode surgir como consequência 
de um compromisso fisiológico ou físico-químico (permeabilidade tecidular, 
estabilidade química ou impedimento da autotoxicidade) e/ou como vantagem 
ecológica (propriedades eméticas ou desagradáveis ao paladar, selecção da fêmea 
durante o cortejamento) (Nishida 2002). 
 
Pelo que foi exposto, verifica-se que os metabolitos secundários permitem que 
as plantas evoluam para uma nova fase adaptativa (Ehrlich e Raven, 1964). Os 
glucosinolatos, os flavonóides e os voláteis são um exemplo dos metabolitos que se 
encontram envolvidos na interacção insecto-planta (Mello e Silva-Filho 2002). 
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1.2) Compostos voláteis na interacção insecto-planta     
 
1.2.1. Definição 
 
As plantas produzem e libertam normalmente pequenas quantidades de 
compostos voláteis, mas quando uma planta é danificada por um insecto herbívoro, 
uma quantidade superior é libertada. A natureza química dos compostos voláteis 
depende da planta e da espécie do insecto.  
As reservas de compostos voláteis constitutivas incluem normalmente 
monoterpenos, sesquiterpenos e compostos fenólicos de baixo peso molecular que 
são acumulados em glândulas especializadas ou em pêlos glandulares. Quando as 
folhas são danificadas de forma mecânica são produzidas e libertadas misturas de 
álcoois saturados e insaturados, aldeídos e ésteres produzidos pela quebra autolítica 
oxidativa dos lípidos das membranas. Quando o dano ocorre por efeito da alimentação 
dos herbívoros, os compostos voláteis libertados são em elevada quantidade e 
incluem derivados indólicos como o indol e o acetato de hexenilo.  
Assim, a variedade de compostos voláteis libertados por uma planta danificada 
por um insecto é muito diferente dos libertados pela planta intacta ou lesada de forma 
mecânica (Paré e Tumlinson 1999).  
 
 
1.2.2) Forma de actuação 
 
Os compostos voláteis podem actuar de duas formas: na repulsão de uma série 
de potenciais herbívoros devido à sua natureza tóxica ou então na atracção outros 
insectos que capturam ou parasitam os herbívoros (Paré e Tumlinson 1999; Mattiacci 
et al. 2001; Mello e Silva-Filho 2002, Fernandes et al. 2009). Ao contrário dos insectos 
polinizadores que têm como alvo flores de espécies bem definidas, os parasitas e 
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predadores dos herbívoros procuram pequenos organismos que estão habitualmente 
camuflados e habitam a parte inferior das folhas. Desta forma, os compostos voláteis 
assumem especial importância na atracção dos inimigos naturais desses herbívoros 
(Paré e Tumlinson 1999). A diferente resposta das plantas a distintos herbívoros pode 
estar relacionada com alguns compostos voláteis minoritários (Cardé e Millar 2004). 
Como exemplo destes factos surge o caso da Pieris brassicae, cujas lagartas, ao 
se alimentarem, induzem uma resposta sistémica por parte da planta que vai afectar o 
herbívoro e um dos seus parasitas, a Cotesia glomerata. A β-glucosidase presente no 
regurgitado da lagarta do lepidóptero provoca a libertação de compostos orgânicos 
que se encontram associados a açúcares que assim atraem o parasita (Paré e 
Tumlinson 1999; Cardé e Millar 2004). 
Os compostos voláteis também podem funcionar como sinais entre plantas, nas 
quais compostos libertados de um tecido danificado podem induzir uma resposta 
defensiva nas plantas vizinhas intactas (Paré e Tumlinson 1999; Mattiacci et al. 2001; 
Mello e Silva-Filho 2002, Fernandes et al. 2009). Os compostos voláteis que exercem 
uma função de comunicação entre membros da mesma espécie e entre plantas de 
espécies diferentes designam-se por semioquímicos (Paré e Tumlinson 1999). 
A resposta sistémica da planta depende da idade e da parte atingida da planta. 
As folhas internas de uma espécie do género Brassica estão menos expostas aos 
herbívoros que as mais externas o que é confirmado pelo facto das borboletas Pieris 
brassicae preferirem fazer a oviposição nestas últimas, e as larvas também preferirem 
alimentar-se da parte mais externa da planta. Como consequência as folhas internas 
podem utilizar os seus recursos para o metabolismo primário em vez de emitir 
compostos voláteis sistematicamente indutíveis. Ainda há muito para investigar acerca 
das interacções químicas entre as plantas e os insectos herbívoros que levam à 
produção e libertação de compostos voláteis pelas plantas (Mattiacci et al. 2001; Mello 
e Silva-Filho 2002; Cardé e Millar 2004). 
Em paralelo, os insectos desenvolveram também estratégias para ultrapassar as 
barreiras de defesa das plantas permitindo a sua nutrição, crescimento e reprodução. 
Estas estratégias envolvem vários mecanismos como a modificação de alguns 
compostos (como alcalóides) pela glucose oxidase salivar, a destoxificação de outros 
(glucosinolatos) pela glutationa S-transferase, citocromo P-450 ou pela glucosinalato 
sulafatase, formação de nitrilos em vez de isotiocianatos, glicosilação de flavonóides e 
de ácidos fenólicos pela UDP-glicosil-transferase, assim como o sequestro e a 
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excreção completa de compostos tóxicos (Mello e Silva-Filho 2002, Fernandes et al. 
2009).  
As crucíferas como a B. oleracea var. acephala são caracterizadas pela 
presença de glucosinolatos e os subprodutos voláteis (isotiocianatos, tiocianatos, 
nitrilos, epitionitrilos e oxazolidinas). A Pieris brassicae possui uma proteína específica 
de nitrilos (NSP) que impede a formação de compostos tóxicos de mostarda enquanto 
se alimenta de plantas que possuem este sistema de defesa. Em presença da NSP, a 
formação dos compostos tóxicos de mostarda é substituída pela formação de nitrilos 
que são habitualmente menos tóxicos (Fernandes et al. 2009). 
Todos estes factos sugerem uma coevolução entre plantas, insectos e os seus 
inimigos naturais. Na procura de cultivares mais resistentes dissuasores, repelentes e 
inibidores de alimentação podem ser incorporados em culturas de plantas. A variação 
nos factores de resistência pode ser monitorizada de forma a detectar as diferenças 
sazonais e ambientais que afectam os herbívoros. O entendimento claro dos 
mecanismos envolvidos na adaptação às defesas do hospedeiro pode ser útil na 
procura de insectos que podem ser utilizados no controlo biológico de invasores. 
Finalmente, o estudo de herbívoros especialistas pode contribuir para a descoberta de 
novos compostos resultantes da biotransformação de compostos provenientes das 
plantas hospedeiras. Compostos esses que podem apresentar propriedades biológicas 
interessantes. 
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1.3) Glucosinolatos  
 
 
1.3.1. Definição 
 
Os glucosinolatos são conhecidos desde o século XVII como sendo responsáveis 
pelo sabor picante das sementes de mostarda. No entanto, a química e a bioquímica 
destes compostos só recentemente foi esclarecida (Rewick 2002). 
 
Estes compostos constituem um importante grupo fitoquímico abundante na 
família Brassicacae, que contém mais de 350 géneros e 3000 espécies (Fahey et al. 
2001). Dentro desta família, o género Brassica engloba um elevado número de 
espécies consumidas na alimentação humana tais como os brócolos, todos os tipos de 
couve, couve-flor, couve Bruxelas e nabiça (Verhoeven et al. 1997; Holst e Williamson 
2003). A sua presença também pode ser observada noutras famílias próximas do 
ponto de vista botânico (Capparidaceae, Tropaeolaceae e Resedaceae).  
 
Quimicamente estes compostos são β-tioglucosídeos N-hidroxisulfatados, com 
uma cadeia lateral R e ligados a uma molécula de β-D-glucopiranose por um enxofre. 
São responsáveis pelos odores fortes e características apresentados por numerosas 
Brassicaceae e considerados os compostos activos responsáveis por muitos dos 
efeitos fisiológicos propostos para este grupo de vegetais (Fahey et al. 2001; Holst e 
Williamson 2003). O teor em glucosinolatos varia consoante a espécie, a cultivar, a 
parte da planta, as condições climáticas, as práticas agronómicas, o ataque de 
insectos e a intrusão de microorganismos (Verhoeven et al.1997; Bruneton 1999; Holst 
e Williamson 2003). 
 
O núcleo característico dos glucosinolatos engloba uma β-D-glucopiranose, um 
grupo sulfato e uma cadeia lateral aminoacídica variável (Figura 2) (Bruneton 1999; 
Fahey et al. 2001; Holst e Williamson 2003). 
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Figura 2. Estrutura química dos glucosinolatos (adaptado de Holst e Williamson 2003). 
 
 
A diversidade da estrutura da cadeia lateral aminoacídica está ligada à 
diversidade dos aminoácidos precursores (Tabela 2). São divididos em três classes: 
alifáticos (grupos alquil, alquenil, hidroxialquenil, ω- metiltioalquil, ω- sulfinil e ω- 
sulfonilalquil), heterocíclicos (grupos indol) e aromáticos (grupos benzil ou benzil 
subtituídos). Essa classificação depende do aminoácido precursor: metionina 
(alifáticos), triptofano (heterocíclicos) ou tirosina e fenilalanina (aromáticos) 
(Verhoeven et al. 1997; Moyes et al. 2000; Fahey et al. 2001; Holst e Williamson 2003; 
Padilla et al. 2007). A presença do grupo sulfato confere propriedades fortemente 
acídicas aos glucosinolatos intactos. Assim, apresentam-se sob a forma de sais 
conjugados com o ião potássio e não são voláteis (Holst e Williamson 2003).  
 
 
Tabela 2. Estruturas de alguns glucosinolatos, nome do grupo substituinte e a sua 
designação comum (adaptado de Holst e Williamson 2003). 
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Tabela 2. Estruturas de alguns glucosinolatos, nome do grupo substituinte e a sua 
designação comum (continuação) (adaptado de Holst e Williamson 2003).  
 
 
 
              
    
 
Os glucosinolatos mais estudados são os presentes no género Brassica, ou seja, 
os que possuem um grupo alifático, ω-metiltioalquil, aromático ou indólico. Os mais 
numerosos são os que contêm uma cadeia carbonada simples ou ramificada. Muitos 
destes compostos também possuem duplas ligações (oleofinos), grupos hidroxilo ou 
carbonilo ou ainda ligações sulfídricas em vários estados de oxidação (por exemplo: 
metiltioalquil-, metilsulfinilalquil- ou metilsulfonilalquil-glucosinolatos) (Fahey et al. 
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2001). Os benzilglucosinolatos, que possuem uma molécula de açúcar adicional 
(ramnose ou arabinose) numa ligação glicosídica ao anel aromático estão presentes 
noutras duas famílias, Moringaceae e Resendanceae, que possuem importantes 
propriedades farmacológicas.  
 
 
 
1.3.2. Síntese química 
 
 
Na biosíntese dos glucosinolatos (Figura 3) o passo inicial é a N-hidroxilação 
dos aminoácidos precursores (alanina, metionina, valina, leucina ou isoleucina nos 
glucosinolatos alifáticos; fenilalanina ou tirosina nos glucosinolatos aromáticos e 
triptofano nos indólicos), seguido por descarboxilação para formar uma aldoxima. 
Posteriormente esta é convertida em ácido tiohidroxâmico através da introdução de 
um grupo SH-  proveniente da císteina. O ácido tiohidroxâmico recebe a transferência 
de um grupo glicosilo proveniente da uridinadifosfoglucose (UDP-glucose) originando 
um desulfoglucosinolato que finalmente é sulfatado pelo 3´-fosfofadenosina-5´-
fosfosulfato (PAPS) (Fahey et al. 2001).  
 
 
 
  
 
Figura 3. Mecanismo de síntese dos glucosinolatos (adaptado de Fahey et al. 2001). 
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1.3.3. Hidrólise dos glucosinolatos pelas mirosinases 
 
 
Quando os tecidos da planta são lesados, os glucosinolatos entram em contacto 
com uma β-tioglucosidase (mirosinase) e são hidrolisados. Este sistema de defesa é 
característico das Brassicaceae e de famílias relacionadas da Ordem Capparales 
(Verhoeven et al. 1997; Holst e Williamson 2003). O sistema consiste no 
armazenamento separado das mirosinases e do seu substrato natural, os 
glucosinolatos (Verhoeven et al. 1997; Wittstock e Gershenzon 2002; Holst e 
Williamson 2003; Mőller et al. 2003; Agerbirk et al. 2006). Por exemplo, na Arabidopsis 
thaliana (Figura 4) as células ricas em enxofre (células S) situadas entre o floema e a 
endoderme do caule da flor possuem elevadas quantidades de glucosinolatos 
enquanto que a mirosinase se encontra nas células parenquimatosas adjacentes ao 
floema (Wittstock e Gershenzon 2002). 
 
 
                          
Figura 4. Secção transversal do pedículo de Arabidopsis thaliana fixada numa mistura 
de glutaraldeído-formaldeído seguida de tetróxido de ósmio e impregnada em resina. 
Podem-se observar células da epiderme (Ep) e do córtex (Co), depósitos de amido (*), 
xilema (X) e floema (P). Nos pedículos de A. thaliana os glucosinolatos encontram-se 
nas células ricas em enxofre (S-C), localizadas separadamente da enzima que os 
hidroliza, a mirosinase, que é armazenada nas células adjacentes (M) (adaptado de 
Wittstock e Gershenzon 2002).   
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Após o dano tecidular a enzima e o substrato entram em contacto, levando à 
hidrólise da ligação tioglicosídica e à formação de uma glucose e de uma aglicona 
instável, o tiohidroxamato-O-sulfonato. Esta sofre um rearranjo espontâneo levando à 
possível formação de vários produtos: isotiocianatos (referidos também como óleos 
mostarda), nitrilos e enxofre elementar, tiocianatos, epitionitrilos, oxazolidina-2-tionas 
ou compostos indólicos (Figura 5). A estrutura química do composto resultante 
depende da estrutura da cadeia lateral, das condições do meio em que ocorre a 
reacção (ex. pH) e da presença de cofactores (como o Fe2+ ou a proteína 
epitioespecífica) (Rosa 1997; Verhoeven et al. 1997; Holst e Williamson 2003; Mőller 
et al. 2003; Agerbirk et al. 2006; Padilla et al. 2006). 
 
Assim, a pH entre 6 e 7, os produtos resultantes são isotiocianatos estáveis, 
excepto se os glucosinolatos possuírem uma cadeia lateral β-hidroxilada ou indólica; 
os isotiocianatos β-hidroxilados são instáveis e espontaneamente ciclizam em 
oxazolidina-2-tionas enquanto que os isotiocianatos indólicos sofrem lise (Verhoeven 
et al. 1997; Holst e Williamson 2003). Como resultado disto, o álcool correspondente 
forma-se e consequentemente condensa em dímeros, trímeros e tetrameros. Na 
presença de ácido ascórbico os maiores produtos são o ascorbigénio e o tiocianato 
(Figura 3) (Holst e Williamson 2003).  
Por exemplo, um dos mais frequentes glucosinolatos nas Brassica é a 
glucobrassicina. Esta, a pH neutro, por hidrólise, origina um isotiocianato instável que 
se degrada em indol-3-carbinol (I3C) e ião tiocianato. O I3C pode condensar formando 
3,3´-diindolmetano ou reagir com ácido ascórbico formando ascorbigénio. A pH mais 
ácido, a glucobrassicina é transformada em indol-3-acetonitrilo e enxofre elementar 
(Verhoeven et al. 1997). Em algumas espécies a hidrólise na presença do ião ferroso 
origina um nitrilo. O envolvimento de um possível “factor de formação de nitrilo” está 
em estudo. Noutras espécies que contêm uma proteína epitioespecífica (EPS) e em 
presença do ião ferroso, os glucosinolatos levam à formação de epitionitrilos. A 
formação de tiocianatos é igualmente possível especialmente se a genina do 
glucosinolato for derivada do triptofano embora o mecanismo ainda não esteja 
esclarecido (Bruneton 1999; Holst e Williamson 2003). Assim, este complexo conjunto 
de parâmetros que influencia a hidrólise origina um perfil diversificado de compostos.  
A planta, após o dano tecidular pode ter necessidade de destoxificar os 
compostos residuais activos. No entanto, não se conhece a forma como a planta 
destoxifica isotiocianatos e outros produtos resultantes da hidrólise dos glucosinolatos. 
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Enzimas como nitrilases e metiltransferases têm sido sugeridas como catalizadoras da 
destoxificação de nitrilos e tiocianato, respectivamente (Wittstock e Gershenzon 2002). 
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1.2.4) Efeitos bioactivos dos glucosinolatos 
 
 
Os glucosinolatos apresentam actividades biológicas distintas, dependentes da 
concentração que vão desde a toxicidade aguda a propriedades anti-cancerígenas e 
estrogénicas (Holst e Williamson 2003).  
 
Várias espécies de Brassicaceae, particularmente as couves, provocam, se 
forem consumidas em grandes quantidades pelos animais, um hipofuncionamento da 
tiróide que pode levar a bócio e aborto ou morte do feto no útero (Bruneton 1999). 
 
O primeiro efeito nefasto que surgiu em animais alimentados com espécies do 
género Brassica foi relatado há quase 80 anos por Chesney et al. (1930), quando 
coelhos desenvolveram bócio após terem comido couves em grandes quantidades. 
Quinze anos depois foi demonstrado por Astwood (1945) que o tiocianato resultante 
da hidrólise dos glucosinolatos indólicos provocava bócio em animais com uma dieta 
deficitária em iodo. Vários estudos permitiram concluir que a hidrólise dos 
glucosinolatos β-hidroxialquenílicos origina isotiocianatos β-hidroxialquenílicos que 
ciclizam em oxazolidinas 2-tionas, que podem ter efeitos goitrogénicos nos mamíferos 
(Fahey et al. 2001; Padilla et al. 2006).  
 
Os vários efeitos tóxicos associados ao consumo de elevadas quantidades de 
glucosinolatos incluem atraso no crescimento, lesão/necrose hepática e hipertrofia ou 
hiperplasia da tiróide (Stoewsand 1995). 
  
Numerosos estudos sobre a actividade anticancerígena das espécies do género 
Brassica demonstram que são alguns dos produtos derivados da hidrólise dos 
glucosinolatos os principais responsáveis por este efeito. Os isotiocianatos estão entre 
os compostos bioactivos naturais mais potentes que impedem o desenvolvimento de 
células cancerígenas. Estudos epidemiológicos demonstram que um elevado consumo 
de espécies de Brassica está correlacionado com uma diminuição da incidência de 
carcinoma, especialmente carcinoma do pulmão, estômago, cólon, recto, e de forma 
não tão evidente do carcinoma da próstata, do endométrio e do ovário (Holst e 
Williamson 2003). Tal efeito deve-se ao potencial de indução das enzimas de fase 2 
assim como ao potencial anti-proliferativo, promotor da apoptose, regulador redox e 
inibidor das enzimas de fase 1 e ao aumento dos níveis de glutationa nos tecidos 
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(Fahey et al. 1997; Fahey et al. 2001). Estas respostas celulares aceleram a 
destoxificação de electrófilos e de formas reactivas de oxigénio protegendo as células 
da mutagénese e da neoplasia (Fahey et al. 1997). 
 
Foi provado que determinados metabolitos dos glucosinolatos, nomeadamente 
os isotiocianatos, inibiam o crescimento das células HeLa in vitro, especialmente a 
glucorafina (4-metilsulfinilbutil), a qual demonstrou ter propriedades quimioterapêuticas 
em quantidades inferiores a 1 ppm na dieta (Stoewsand 1995). 
 
O sulforafano é um dos compostos mais activos resultantes da hidrólise dos 
glucosinolatos e é considerado pelo Instituto Nacional do Cancro dos E.U.A como um 
dos quarenta anticancerígenos mais promissores. Dados epidemiológicos e 
numerosos estudos in vivo e in vitro suscitaram um enorme interesse por este 
isotiocianato, o qual é derivado do 4-metilsulfinilbutilglucosinolato que se encontra 
maioritariamente nos brócolos (Brassica oleracea var. italica). Os mecanismos 
propostos para a acção quimiopreventiva dos isotiocianatos são: o aumento da 
glutationa S-transferase, o qual leva à modulação do potencial antioxidante, ao 
aumento dos mecanismos de destoxificação e à indução da apoptose de células 
indiferenciadas e a indução de várias enzimas de fase 2, tanto em cultura celular como 
em tecidos de rato. Vários estudos permitiram concluir que o sulforafano leva ao 
bloqueio de iniciadores de tumores mamários em rato e à inibição da formação de 
nódulos neoplásicos em células de cultura de glândula mamária também de rato (Rosa 
1997; Fahey et al. 1997; Fahey et al. 2001; Holst e Williamson 2003; Padilla et al. 
2006). 
 
Outro glucosinolato, a glucobrassicina por hidrólise origina o indol-3-carbinol 
(IC3), anteriormente referido, que provoca uma diminuição na actividade das 
monooxigenases dependentes do citocromo P-450 assim como uma indução da 
glutationa-S-transferase. Este composto também influencia outras enzimas hepáticas, 
incluindo um aumento na actividade da uridinadifosfo-glucoroniltransferase, da 
glutationa redutase e da quinona redutase, e uma diminuição na actividade da 
glutationa peroxidase e da superoxido dismutase. Estudos recentes mostraram que os 
estrogénios são metabolizados por isoenzimas específicas do citocromo P-450. Uma 
vez que a formação dos metabolitos dos estrogénios está ligada ao cancro da mama e 
do útero, o uso do IC3 nas mulheres produziu um feito benéfico através da 
modificação do metabolismo estrogénico. Estes estudos levam a pensar que o IC3 
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possa ser utilizado como agente preventivo contra cancros hormono-dependentes 
(Stoewsend 1995). 
 
Além das actividades já referidas, existem ainda a antibacteriana e antifúngica as 
quais são reconhecidas para estes compostos há várias décadas (Fahey et al. 2001).  
 
 
 
1.3.5. Relação com os insectos 
 
 
A presença de glucosinolatos nas Brassicaceae sugere que estes compostos 
constituem a primeira linha de defesa contra uma grande variedade de organismos 
invasores.   
 
Os glucosinolatos e os produtos da sua hidrólise, especialmente os 
isotiocianatos, agem como antibióticos, inibidores do crescimento fúngico, tóxicos para 
os nemátodes e dissuasores de alimentação para caracóis (Renwick 2002). A estes 
efeitos junta-se o reconhecimento dos glucosinolatos como compostos de defesa 
contra herbívoros generalistas, actuando como insecticidas e o seu envolvimento no 
reconhecimento dos predadores especialistas pelas espécies hospedeiras, sendo um 
atractivo para a alimentação e um estimulante da oviposição (Stoewsend 1995; Fahey 
et al. 2001). 
 
A primeira menção à relação entre os glucosinolatos e a estimulação da 
alimentação é o trabalho de Thorsteinson (1953, citado em Ehrlich e Raven 1964) que 
descobriu que os glucosinolatos das Brassicaceae levavam a que larvas, que se 
alimentam normalmente de determinadas plantas, se alimentassem de outras.  
 
Trabalhos realizados com a mariposa Plutella xylostella (Lepidoptera: 
Yponomeutidae), espécie oligófaga que faz a oviposição em cerca de 40 plantas das 
Brassicaceae, sugerem que o reconhecimento da espécie hospedeira para a 
oviposição está dependente dos glucosinolatos (Renwick 2002). Thorsteinson (1953) 
testou a resposta da larva desta mariposa em relação a três glucosinolatos: sinigrina, 
sinalbina e glucocheirolim. Estes glucosinolatos estimularam fortemente a alimentação 
das larvas de quarto instar de P. xylostella e dezoito espécies hospedeiras não aceites 
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em condições normais foram-no devido à cobertura das folhas com estes compostos 
(van Loon et al. 2002).  
 
Uma vez que os glucosinolatos e os produtos da sua hidrólise são geralmente 
tóxicos para os insectos não adaptados, os herbívoros especialistas tiveram assim que 
desenvolver mecanismos para lidar com estes compostos. Estes mecanismos podem 
ser a rápida excreção, inibição da hidrólise dos compostos, acção de enzimas 
protectoras ou o uso dos glucosinolatos para a sua defesa contra predadores, através 
do seu sequestro e concentração (Renwick 2002; Mőller et al. 2003).  
 
Como praticamente todas as Brassicaceae produzem glucosinolatos, seria de 
esperar que os insectos adaptados se alimentassem de todas as espécies disponíveis, 
dependendo da concentração e do tipo de glucosinolato presente. No entanto, muitas 
das espécies são completamente evitadas pelos herbívoros especialistas. Este facto 
levou à conclusão que tais plantas desenvolveram uma segunda linha de defesa 
contra os insectos. Tal acontece com a borboleta da couve, a Pieris rapae que evita a 
espécie Iberis amara, devido aos glicosídeos da cucurbitina, e a espécie Erysimum 
cheiranthoides devido aos cardenólidos que actuam como dissuasores de alimentação 
e oviposição (Renwick 2002). 
 
Desta forma o equilíbrio entre estimulantes e dissuasores dos insectos determina 
se uma planta é aceite ou não como hospedeira. No entanto, este equilíbrio pode ser 
deslocado numa das direcções, em função de mudanças químicas devido a factores 
sazonais, ambientais ou de nutrição. Estudos recentes feitos para determinar o efeito 
da dieta nas larvas, indicam que esse balanço também pode ser alterado pela 
habituação aos dissuasores ou pelo desenvolvimento de dependência a estimulantes 
específicos da planta hospedeira (Renwick 2002). Um dos estudos que salienta a 
importância de outros factores além dos glucosinolatos presentes nas plantas 
hospedeiras, foi o realizado com Selania leplastriana onde se concluiu que as lagartas 
se alimentavam com maior frequência de espécies do género Brassica que continham 
elevadas quantidades de 2-hidroxi-3-butenilglucosinolato e 3-indolmetilglucosinolato. 
No entanto, plantas que continham os referidos glucosinolatos em menor quantidade 
também eram atacadas (Agerbirk et al. 2006). Concluiu-se que in vivo a realidade é 
muito mais complexa do que ocorre em laboratório. A fisiologia da produção e da 
quebra dos glucosinolatos, a presença de outros metabolitos secundários e o próprio 
comportamento do herbívoro podem condicionar a escolha (Renwick 2002). 
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Nas plantas, uma das mais importantes e complexas interacções que envolve os 
glucosinolatos é a sua actividade como aleloquímicos ou seja, como compostos que 
afectam as plantas que crescem nas proximidades, o que permite que variedades 
selvagens de Brassicaceae compitam com sucesso com a vegetação estabelecida 
(Renwick 2002). 
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1.4) Flavonóides  
 
 
 
1.4.1. Definição 
 
 
Os flavonóides são um vasto grupo de metabolitos secundários fenólicos com 
inúmeras funções na natureza e diversas actividades biológicas. São moléculas de 
baixo peso molecular que se encontram amplamente distribuídas no reino vegetal, 
presentes em maior quantidade na parte aérea da planta (Burghardt et al. 1997; Ross 
e Kasum 2002; Cunha 2005). Na planta constituem os pigmentos responsáveis pela 
coloração das flores, dos frutos e por vezes das folhas; asseguram ainda a protecção 
dos tecidos contra os efeitos nocivos dos raios ultravioleta, e são uma fonte de 
atracção para os insectos polinizadores (Harborne 1994; Bruneton 1999).  
 
Nos insectos, os flavonóides têm sido identificados nas asas de várias espécies 
de borboletas numa percentagem de cerca de 80% dos flavonóides sequestrados das 
plantas. As fêmeas apresentam uma concentração de flavonóides superior à dos 
machos. Tem sido sugerido que esses flavonóides sequestrados têm uma função de 
protecção dos insectos contra o stresse foto-oxidativo, particularmente quando estes 
ingerem e interagem com fitoquímicos fototóxicos ou compostos fotolabéis que são 
sequestrados nos tecidos corporais ou ainda no reconhecimento visual durante o 
acasalamento (Geuder et al. 1997; Nishida 2002). Estes compostos são também 
importantes componentes da dieta humana, apesar de serem considerados como não-
nutrientes (Seabra et al. 2006). 
 
Os flavonóides apresentam uma estrutura geral com quinze átomos de carbono, 
C6-C3-C6, na qual dois anéis benzénicos se encontram ligados por uma cadeia de três 
átomos de carbono, podendo ou não formar-se um terceiro anel. Os anéis são 
designados por A, B e C e o sistema de numeração tem início no átomo de oxigénio 
do heterociclo, prosseguindo até aos carbonos envolvidos na junção dos anéis (Figura 
6) (Ribéreau-Gayon 1968). 
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Figura 6. Estrutura básica dos flavonóides e a sua numeração (adaptado de Ross e 
Kasum 2002). 
 
Os flavonóides podem ser classificados em várias classes de acordo com a 
oxidação e substituição do anel central (Seabra et al. 2006). Os flavonóides podem ser 
subdivididos em oito importantes subclasses: flavonas, flavonóis, flavanonas, 
flavanonóis, isoflavonas, chalconas, auronas e antocianidinas (Figura 7) (Ross e 
Kasum 2002). 
 
Os flavonóides são compostos com origem biossintética mista, sendo o anel A 
formado “via acetato” e os anéis B e C sintetizados “via chiquimato”. A diferenciação 
nas várias classes depende da saturação do anel heteroaromático C, na posição do 
anel aromático B nas posições C-2, C-3, ou C-4 do anel C e também nos perfis de 
hidroxilação. A variedade de estruturas encontrada nas diferentes classes resulta de 
modificações posteriores, sendo a glicosilação e a metilação dos hidroxilos as mais 
comuns. Outras modificações, como a metoxilação, a hidroxilação adicional, a 
formação de C-glicosilflavonóides, a prenilação, a acilação dos hidroxilos do núcleo 
flavonóide ou dos açúcares que lhe estão ligados, a metilenação de grupos orto-
dihidroxilos e a dimerização surgem na natureza com menor frequência (Ribéreau-
Gayon 1968; Bruneton 1999). 
 
Os flavonóides na forma genina consistem num anel benzénico, condensado 
com um anel de 6 membros que, por sua vez, transporta um anel fenílico como 
substituinte na posição 2. O anel de 6 membros condensado com o anel benzénico, ou 
é uma γ-pirona (flavonóis e flavonas), ou o seu derivado di-hidro. A posição dos 
substituintes benzénicos divide a classe destas moléculas em flavonóides (substituição 
na posição 2) e isoflavonóides (substituição na posição 3). Os flavonóis diferem das 
flavonas por possuírem um grupo hidroxilo na posição 3 e ambos têm uma dupla 
ligação entre C2-C3. As catequinas são muito semelhantes aos flavonóis, mas 
distinguem-se destes por não possuírem o grupo carbonilo característico no anel 
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condensado. Os flavonóides estão muitas vezes hidroxilados nas posições 3, 5, 7, 3´, 
4´. Quando se formam heterósidos, a ligação glicosídica está normalmente localizada 
na posição 3 ou 7 e as oses são usualmente a L-ramnose, a D-glucose ou di-holósidos 
de glucose e ramnose (Cunha 2005). Dependendo das suas estruturas químicas, os 
variados flavonóides têm diferentes actividades farmacológicas. 
 
 
 
 
Figura 7. Estruturas das classes de flavonóides (adaptado de Ross e Kasum 2002). 
 
 
 
1.4.2. Efeitos bioactivos dos flavonóides 
 
Os flavonóides têm sido objecto de investigação médica devido às suas 
propriedades anticarcinogénica, antialergénica, anti-inflamatória, “estrogénio-like” e 
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“benzodiazepina-like”, entre outras (Bruneton 1999; Ross e Kasum 2002; Cunha 
2005). 
 
Entre as propriedades terapêuticas atribuídas aos compostos fenólicos 
destacam-se: o efeito cardioprotector e vasodilatador capaz de reduzir a mortalidade 
por doenças coronárias; a actividade antiperoxidativa a nível das membranas celulares 
do fígado e antioxidante; a capacidade inibitória da carcinogénese pulmonar e 
antitumoral; a actividade antibacteriana; a actividade inibitória da proliferação celular 
tumoral; a actividade antidiarreica, especialmente dos taninos; o efeito protector em 
relação à radiação solar, a actividade estrogénica de algumas isoflavonas e a 
actividade “benzodiazepina-like” (ansiolítica) de flavonas derivadas da luteolina 
(Bruneton 1999; Cunha 2005). 
 
A principal propriedade inicialmente atribuída aos flavonóides foi a sua 
capacidade de serem venotónicos, diminuindo a permeabilidade dos capilares 
sanguíneos e reforçando a sua resistência. Os medicamentos à base de flavonóides 
são alvo de uma elevada prescrição e auto-medicação no caso das patologias 
circulatórias menores. Sós ou associados são os constituintes habituais dos 
vasculoprotectores, venotónicos e tónicos utilizados em flebologia. A maior parte das 
especialidades disponíveis são para o tratamento dos sintomas relacionados com a 
insuficiência venosa (pernas pesadas, dores, etc) e com crises hemorroidárias. Outras 
indicações têm sido reivindicadas como o tratamento da fragilidade capilar a nível 
cutâneo e das metrorragias por utilização de dispositivo intra-uterino (Bruneton 1999). 
 
As actividades anti-radicalar e antioxidante são das que mais se tem ouvido falar 
associadas aos compostos fenólicos, especialmente aos flavonóides. Os radicais livres 
desempenham um papel importante nas reacções inflamatórias, carcinogénese, 
aterosclerose, isquémia cerebral e cardíaca, nas lesões do tracto gastrointestinal e no 
envelhecimento. O stresse oxidativo ocorre quando há um desequílibrio entre pró-
oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros. Ultrapassados os sistemas de 
defesa, ou na falta de alguns deles, as lesões podem surgir devido ao ataque dos 
radicais livres a coenzimas, neurotransmissores e macromoléculas (ácidos nucleicos, 
proteínas, lípidos e glúcidos) com alteração das respectivas funções e estruturas. 
Muitos flavonóides têm sido referidos como poderosos agentes de captura e 
antioxidantes dos radicais livres e são, de um modo geral, inibidores dos processos de 
peroxidação e do envelhecimento dos tecidos (Bruneton 1999; Ross e Kasum 2002). 
Os grupos hidroxilo dos flavonóides podem reagir com as espécies reactivas de 
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oxigénio e azoto quebrando o ciclo de geração de novos radicais. Também podem 
complexar o ferro e outros metais suprimindo alguns dos catalisadores da oxidação da 
vitamina C e dos lípidos (Bruneton 1999; Ross e Kasum 2002; Seabra et al. 2006). A 
possibilidade de ligação a proteínas confere-lhes a capacidade de inibir algumas 
enzimas envolvidas na formação de radicais como as isoformas do citocromo P450, 
lipooxigenases, ciclooxigenases e xantina oxidase. Adicionalmente, os efeitos 
sinergéticos dos flavonóides com outros antioxidantes como o ácido ascórbico, o β-
caroteno e o α-tocoferol e a regulação dos níveis intracelulares de glutationa têm sido 
descritos (Bruneton 1999; Ross e Kasum 2002). 
 
Regra geral, os flavonóides são, in vitro, inibidores enzimáticos. Inibem a 
histidina-descarboxilase, a elastase, a hialuronidase (especialmente as flavonas), a 
fosfodiasterase da adenosina monofosfato ciclíco (AMPc) (que explica em parte a sua 
actividade anti-agregante plaquetária) entre outras (Bruneton 1999; Ross e Kasum 
2002). 
 
Alguns estudos indicam que as aglíconas, incluindo a quercetina, a luteolina, a 
mirecetina e o campferol, têm maior actividade antioxidante que os flavonóides 
conjugados, como a quercetina-3-O-glucósido, a quercetina-3-O-ramnósido e a 
quercetina-3-O-rutinósido. Esta diferença deve-se ao bloqueio dos grupos fenólicos, 
responsáveis pelo sequestro de radicais e pela quelação de metais, e por uma maior 
dificuldade em aceder às membranas devido ao grupo glicosídico (Ross e Kasum 
2002). 
 
Geralmente os flavonóides são considerados como não estrogénicos ou 
fracamente estrogénicos. No entanto, algumas flavonas (apigenina e naringenina) e 
flavonóis (campferol) actuam por mecanismos mediados por receptores de estrogénios 
e foi demonstrado que possuem efeitos antiestrogénicos semelhantes aos da 
isoflavonas em cultura de células de cancro da mama. A apigenina e o campferol são 
os flavonóides mais activos e inibem a redução de estrona numa concentração de 0,12 
µmol/L. Algumas flavonas inibem a 17β-oxidação da testosterona e do estradiol a 
esteróides menos activos, androstenediona e estrona (Ross e Kasum 2002). 
 
Os rotenóides, que possuem uma estrutura isoflavónica, são tóxicos para a 
maioria dos insectos e são valiosos insecticidas contra uma grande variedade de 
pragas, especialmente de afídeos e larvas. No entanto, nem todos os insectos são 
igualmente sensíveis aos rotenóides e a sua acção pode ser muito lenta. Por vezes os 
______________________________________________________________________ 
___________________________________________________________________ 29 
Mestrado em Controlo de Qualidade – Especialização em Água e Alimentos 
insectos tornam-se resistentes aos rotenóides. Uma vantagem é que a rotenona é 
consideravelmente menos tóxica para os mamíferos que para os insectos, sendo 
menos prejudicial para o ambiente pelo que está a ser introduzida nos países 
europeus como parte da agricultura orgânica. 
 
O uso de misturas de diferentes repelentes naturais, como vários flavonóides e 
terpenos para a protecção de culturas, pode ser vantajoso pois o seu efeito combinado 
pode ser mais estável e mais eficaz que um único composto. O mesmo acontece na 
natureza, pois as plantas também não se defendem com um só composto químico. Se 
a resistência fosse baseada num só composto químico, os insectos poderiam, mais 
tarde ou mais cedo, ultrapassar esse obstáculo. É uma vantagem para a planta 
possuir uma resistência multifactorial como a produção de um sortido de 
aleloquímicos, que agem em conjunto contra os insectos que se alimentam dela. Se 
um insecto desenvolver um mecanismo de destoxificação contra um dos 
aleloquímicos, ainda tem que sobreviver ao efeito dos restantes. Por exemplo, culturas 
que contenham elevados níveis de glicósidos da quercetina nas suas folhas combatem 
as larvas de espécies dos géneros Spodoptera e Heliothis os quais são susceptíveis a 
estes compostos. Apesar dos insectos não serem mortos por estes flavonóides 
glicosilados, o seu desenvolvimento inicial sofre um considerável atraso. Como as 
larvas mais jovens são muito mais susceptíveis aos insecticidas, aos predadores e às 
doenças, torna-se mais fácil controlar a praga.  
 
A utilização de flavonóides como pesticidas não apresenta apenas vantagens em 
relação aos pesticidas convencionais, não sendo assim a solução final para o controlo 
de pragas. Por exemplo, os repelentes naturais requerem o mesmo estudo exaustivo 
quanto à segurança toxicológica que os convencionais, e os insectos podem também 
tornar-se resistentes. 
 
Uma outra forma de tornar as espécies vegetais mais resistentes aos insectos é 
cruzando as plantas de cultura com espécies selvagens ou outras variedades que 
contenham elevados níveis de dissuasores da alimentação, ou então usar técnicas 
transgénicas com o mesmo propósito. No entanto, isto pode levar à obtenção de 
novas culturas menos nutritivas ou menos agradáveis organolepticamente que as 
espécies convencionais (Harborne e Grayer 1994).  
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1.4.3. Relação com os insectos 
 
 
A maior parte das plantas contém um perfil de flavonóides variado, o qual difere 
frequentemente entre famílias, géneros e espécies. 
 
Há evidências que os lepidópteros possuem receptores gustativos que 
respondem aos compostos fenólicos. No entanto, pouco se sabe acerca da 
especificidade desses receptores e se permitem a diferenciação entre os vários grupos 
de flavonóides como chalconas, flavonas e flavonóis. Apesar do interesse do estudo 
da interacção flavonóides-insecto e da informação disponível sobre a distribuição e 
diversidade destes compostos nas plantas, a investigação sobre a influência dos 
flavonóides na selecção do hospedeiro é reduzida (Simmonds 2001), assim como o 
seu metabolismo após ingestão pelos insectos herbívoros (Burghardt et al. 1997). 
 
    
 
1.4.3.1- Polinização 
 
 
Como já foi referido, as cores que os flavonóides conferem às plantas atraem os 
insectos polinizadores. Cada classe de polinizadores exibe preferências em termos de 
coloração: assim as flores polinizadas por abelhas são azuis e as polinizadas por 
borboletas são rosa ou violeta. As várias partes da planta podem ter diferentes 
flavonóides e cores devido à necessidade de obterem mais de um tipo de polinizador. 
A produção de flavonóides é um processo dinâmico e a cor pode mudar com o tempo 
de tal forma que as flores, uma vez polinizadas, perdem o interesse para o insecto. 
Assim, este pode concentrar-se nas flores que aguardam a polinização. As colorações 
conferidas pelos flavonóides desempenham um papel importante na polinização 
realizada pelos lepidópteros, originando rosas, vermelhos e violetas (cores originadas 
pelas antocianinas) que atraem borboletas, enquanto as mariposas preferem o branco 
(cor originada pelas flavonas e flavonóis) que se destaca à noite (Harborne e Grayer 
1994). 
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1.4.3.2- Estimulação da alimentação 
 
 
Em 1962, Hamamura et al estudaram o mecanismo de selecção de alimento por 
parte do bicho-da-seda, Bombyx mori, cuja larva se alimenta das folhas da amoreira. 
Foi descoberto que a quercetina 3-O-glucósido era um estimulante da alimentação 
para esta larva promovendo a mordedura e o consumo das folhas. Desde esta 
descoberta, compostos pertencentes a diferentes classes de flavonóides têm sido 
considerados como estimulantes da alimentação para os insectos incluindo outros 
flavonóis, flavonas, flavanonas, dihidroflavonóis, dihidrochalconas e flavanóis. Os 
constituintes mais activos são habitualmente os O-glicósidos em detrimento das 
aglíconas. 
 
Desta forma, os flavonóides são frequentemente utilizados pelos insectos 
monófagos e oligófagos para o reconhecimento das plantas hospedeiras, uma vez que 
cada espécie contém um perfil flavonóidico distinto. Neste tipo de insectos é provável 
que os flavonóides menos frequentes sejam os preferidos. Pelo contrário, os insectos 
polífagos podem ser atraídos pelos flavonóides mais comuns. É o caso da quercetina 
3-O-rutinósido, um flavonol amplamente distribuído, o qual é um forte estimulante da 
alimentação para um elevado número de insectos polífagos, como é o caso da larva 
de Heliothis virescens (Harborne e Grayer 1994; Simmonds 2001). 
 
 
 
1.4.3.3- Dissuasão da alimentação 
 
 
Em comparação com outros metabolitos secundários, os flavonóides não são, 
aparentemente, muito tóxicos. No entanto, muitos flavonóides, em baixa concentração 
actuam como dissuasores para insectos fitófagos.  
 
O aliarinósido, presente na crucífera Alliaria petiolata, inibe a alimentação das 
larvas recém-eclodidas do lepidóptero Pieris napi oleracea enquanto que as larvas de 
instares mais tardios são dissuadidas de se alimentarem pela isovitexina 6´´-O-β-D-
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glucopiranósido. Apesar da oviposição não estar inibida, a presença destes 
flavonóides impede a sobrevivência das larvas (Haribal e Renwick 2001).  
 
Uma vez que a fronteira entre a atracção e a repelência é muito ténue, o mesmo 
flavonóide pode ser estimulante para um insecto e dissuasor para outro (Harborne e 
Grayer 1994). 
 
 A resposta comportamental dos insectos à quercetina-3-O-rutinósido pode 
variar, dependendo da concentração na planta e da idade do insecto. Por exemplo, a 
quercetina-3-O-rutinósido é um forte estimulante da alimentação das larvas dos 
últimos instares das mariposas Spodoptera litura e Lymantria díspar, mas inibe 
consideravelmente o crescimento das larvas de 1º e 2º instar, mesmo em 
concentrações baixas (Harborne e Grayer 1994: Simmonds 2003). Outro exemplo é o 
que acontece com as larvas do último instar de Heliothis zea e Heliocoverpa armigera 
em que a presença da quercetina-3-O-rutinósido em concentrações superiores a 10-3M 
funciona como dissuasor da alimentação, mas em concentrações inferiores a 10-4M 
tem o efeito contrário. Quando essse flavonóide é ingerido, a ligação glicosídica é 
hidrolisada libertando a quercetina. Esta pode inibir as ATPases mitocondriais e as 
oxidases de função mista dependentes do citocromo P450. Este mecanismo explica os 
exemplos anteriormente referidos pois as larvas dos últimos instar têm maiores 
quantidades de oxidases mistas e podem destoxificar a quercetina. A quercetina-3-O-
rutinósido também inibe a alimentação das larvas de 2º instar de H. zea (Simmonds 
2001; Simmonds 2003). Desta forma, o papel dos derivados da quercetina na 
interacção insecto-planta parece ser complexa (Simmonds 2003).  
 
Recentemente tem-se procurado investigar como é que os flavonóides podem 
conferir resistência às culturas contra os ataques de insectos. Em 1990, Simmonds et 
al. estudaram a actividade dissuasora de vinte e um flavonóides em relação às larvas 
de dois lepidópteros que são considerados pragas: Spodoptera littoralis e Spodoptera 
exempta. Os flavonóides testados incluíam doze flavanonas, sete chalconas e duas 4-
metoxiflavonas. Estes autores constataram que o efeito dissuasor afectava 
principalmente o oligófago S. exempta em relação ao polífago S. littoralis. Para ambas 
as espécies, as flavanonas foram mais activas que as respectivas chalconas. Algumas 
das conclusões gerais que podem ser retiradas deste estudo da relação entre 
estrutura e actividade é que a introdução de grupos metil ou dimetil torna os 
flavonóides mais dissuasores, talvez porque os torna menos polares. Por outro lado, a 
introdução de grupos hidroxilo diminui a sua capacidade dissuasora. Outro facto 
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observado foi a diferença considerável no efeito que os flavonóides têm nas espécies 
de insectos, mesmo as relacionadas intimamente. 
 
 
 
1.4.3.4- Oviposição 
 
 
As larvas da maior parte das espécies de borboletas e mariposas são monófagas 
ou oligófagas, alimentando-se de uma ou de poucas espécies habitualmente 
aparentadas. Como as larvas possuem menor capacidade de mobilidade que os 
insectos adultos, é improvável que encontrem o alimento adequado se os ovos de 
onde eclodiram forem colocados na espécie vegetal errada. Daí é essencial uma 
escolha correcta da oviposição por parte da fêmea adulta. A maior parte das 
borboletas utiliza pistas visuais e/ou olfactivas para descobrir os potenciais 
hospedeiros à distância (Harborne e Grayer 1994). Quando a fêmea pousa na planta, 
frequentemente anda sobre a folha ou sobre o caule. A duração deste passeio 
depende dos estímulos recebidos dos compostos presentes na superfície. Só quando 
a fêmea detecta os estimulantes específicos da oviposição, com os seus receptores 
tarsais, é que deposita os ovos na planta. 
 
A natureza destes compostos estimulantes da oviposição tem sido objectivo de 
considerável investigação nas últimas décadas e tem sido demonstrado que, 
geralmente, são metabolitos secundários da planta, solúveis em água e não voláteis, 
pelo menos para borboletas pertencentes às famílias Pieridae e Papilionidae e, em 
muitos casos, flavonóides (Harborne e Grayer 1994; Simmonds 2001). Em muitos 
casos a actividade estimulante não pode ser atribuída somente a um composto, mas 
envolve sinergia entre vários compostos (Simmonds 2001).  
   
O primeiro flavonóide glicosídico que foi descoberto como indutor da oviposição 
foi a vicenina-2 (apigenina 6,8-di-C-glucósido). Este flavonóide desencadeia uma 
resposta por parte da Papilio xuthus, cuja larva se alimenta de Citrus unshiu 
(Rutaceae). Mais tarde, outros três flavonóides glicosídicos isolados das folhas de 
Citrus unshiu foram considerados como estimulantes da oviposição da borboleta 
mencionada: naringenina 7-O-β-rutinósido, hesperetina 7-O-β-rutinósido e quercetina 
3-O-β-rutinósido. O que se verificou é que estes compostos só têm um efeito 
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estimulante na oviposição quando associados a bases orgânicas como a 5-hidroxi-N-
ω-metiltriptamina e adenosina, actuando as duas classes de compostos 
sinergisticamente. A oviposição de outro membro da espécie Papilio protenor, cuja 
larva também se alimenta de folhas de Citrus, é estimulada pelas flavanonas 
glicosídicas naringenina 7-O-β-neohesperidósido e hesperetina 7-O-β-rutinósido. 
Apesar da naringina ser muito semelhante à naringenina 7-O-β-rutinósido, sendo 
ambas constituídas por naringenina, ramnose e glucose, a ligação entre as oses é 
diferente e provavelmente têm um sabor diferente para os insectos. Novamente se 
verifica que a actividade destas flavanonas é aumentada pela presença de 
constituintes hidrosolúveis das folhas de Citrus como a L –(-) –prolina ou a (-)- 
sinefrina. Por outro lado a oviposição da Papilio polyxenes, que se alimenta de 
cenoura (Daucus carota, Umbelliferae) é influenciada positivamente por uma flavona 
glicosídica acilada, a luteolina 7-O-(6-O-malonil)-β-D-glucósido e pelo ácido trans-
clorogénico (Harborne e Grayer 1994; Simmonds 2001). Os substituintes da flavona 
luteolina são importantes para a acção sinergética, uma vez que a luteolina glicosilada 
sem o grupo malonilo é inactiva (Simmonds 2001). 
 
Apesar das espécies de género Papilio estudadas se alimentarem de duas 
plantas hospedeiras distintas, as misturas de compostos que agem como estimulantes 
da oviposição apresentam semelhanças: todas são constituídas por flavonóides 
glicosilados, bases orgânicas e ácido clorogénico. A exacta composição da mistura 
estimulante é diferente e específica para cada uma das borboletas estudadas, e essas 
diferenças podem representar adaptações para um reconhecimento mais preciso dos 
hospedeiros (Harborne e Grayer 1994). 
 
A fêmea da borboleta monarca, Danaus plexippus, também recorre aos 
flavonóides para a escolha do hospedeiro. Foram identificados três glicósidos da 
quercetina: quercetina 3-O-β-D-glucopiranosil(1-6)-β-galactopiranósido, quercetina 3-
O-(2”,6”-α-L-diramnosilpiranosil)-β-D-galactopiranósido e quercetina 3-O-rutinósido 
nas folhas da planta hospedeira Asclepias curassavica que estimulavam a oviposição 
(Simmonds 2001). 
 
Existem poucos estudos para determinar se os flavonóides também podem ser 
dissuasores da oviposição (Harborne e Grayer 1994).  
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1.4.3.5. Sequestro de flavonóides 
 
 
 A primeira evidência de que os flavonóides estavam presentes em insectos 
surgiu quando Thomson (1926) ao estudar um composto fenólico presente nas asas 
da borboleta Melanargia galathea, isolou o mesmo composto na sua espécie 
hospedeira, a Dacrylis glomerata. Mais tarde, em 1941, Ford observou que as flavonas 
eram bastante comuns nas famílias Papilionidae, Lycaenidae e Satyridae. Vinte anos 
mais tarde, Morris e Thomson (1963), usando métodos cromatográficos, 
demonstraram que as flavonas estavam realmente presentes na Melanargia galathea 
(Harborne e Grayer 1994; Schittko et al. 1999). Foi isolada a tricina, os seus glicósidos 
e várias glicosilflavonas, compostos característicos da Dacrylis glomerata. Um estudo 
da distribuição dos flavonóides na M. galathea mostrou que estes compostos estão 
presentes em todas as fases do ciclo de vida da borboleta, desde o ovo até ao adulto 
passando pelas larvas nos diferentes instares. No adulto, macho ou fêmea, os 
flavonóides estão presentes no corpo e nas asas, com uma maior incidência nas 
zonas brancas das asas brancas e negras. Outro factor importante no sequestro 
destes compostos pelas larvas é a possibilidade do metabolismo e conjugação 
ocorrerem. O que ocorre com a borboleta M. galathea é que, enquanto na planta 
hospedeira a tricina se encontra ligada a um açúcar ou mais açúcares na posição 7, 
no adulto a tricina apresenta-se livre e quando conjugada possui um açúcar ou um 
sulfato na posição 4. Durante a ingestão é provável que ocorra a hidrólise das ligações 
glicosídicas por uma 4´-hidroxil glucosiltransferase específica (Harborne e Grayer 
1994; Schittko et al. 1999).  
 
Outro exemplo é o do bicho-da-seda, Bombyx mori (Bombycidae), que é um 
insecto monófago que se alimenta de folhas de amoreira (Morus alba). Em algumas 
estirpes foram detectados flavonóides na parte exterior dos seus casulos. Tamura et 
al. (2002) identificaram três 5-glucosilflavonóides, derivados da quercetina não 
existentes nas folhas de amoreira. Os compostos foram a quercetina 5,4´-di-O-β-D-
glucopiranósido, a quercetina 5,7,4´-tri-O-β-D-glucopiranósido e a quercetina 5-O-β-D-
glucopiranósido, sendo que os dois primeiros não foram reportados anteriormente. O 
metabolismo da quercetina presente na amoreira ainda não é conhecido, mas pensa-
se que os 5-glucosilflavonóides do casulo do bicho-da-seda são produzidos pelo 
insecto através de uma glucosiltransferase especial que transfere uma fracção 
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glicosídica para o grupo hidroxilo no C-5 da quercetina (Tamura et al. 2002; Simmonds 
2003). 
 
Como os insectos são incapazes de sintetizar flavonóides ou os seus 
precursores de novo, o sequestro e metabolismo destes compostos depende dos 
perfis de flavonóides das plantas hospedeiras (Burghardt et al. 1997; Geuder et al. 
1997; Schittko et al. 1999; Ferreres et al. 2007). 
 
Vários membros de famílias de borboletas como as Lycaenidae, Papilionidae e 
Nymphalidae têm sido estudadas, pois frequentemente sequestram flavonóides das 
suas plantas hospedeiras. A família Lycanidae constitui um modelo promissor para a 
compreensão tanto dos mecanismos fisiológicos como das consequências ecológicas 
do sequestro de flavonóides pelos insectos por três razões: (1) está definido que estes 
insectos sequestram e armazenam flavonóides; (2) as relações entre as plantas 
hospedeiras e estas borboletas são bem conhecidas, mas as interacções com os 
metabolitos secundários das plantas estão ainda pouco estudadas; (3) estudos têm 
provado que os membros desta família acumulam a maior parte dos flavonóides nas 
asas, e que essa acumulação envolve sequestro e biotransformação específicos de 
certos compostos e que os perfis resultantes diferem entre os sexos (Burghardt et al. 
1997; Burghardt et al. 2000; Ferreres et al. 2007). 
 
O estudo comparativo dos padrões de flavonóides do lepidóptero Polymmatus 
bellargus (Lycaenidae) (Figura 8) no estado de crisálida e de pupa, e da sua planta 
hospedeira Coronilla varia (Fabaceae) indica o sequestro selectivo da flavona 
isovitexina-2´´-O-xilósido. Este pode dever-se à acumulação desta flavona em 
detrimento de outros derivados de isovitexina. Alternativamente é possível que a 
isovitexina ou a isovitexina-4´-O-glucósido sejam convertidos noutros xilósidos após 
captura pelos insectos. Independentemente da sua origem, os flavonóides presentes 
no insecto adulto P. bellargus apresentam dimorfismo sexual quanto à sua quantidade 
e concentração nas asas de machos e fêmeas. As fêmeas possuem maior quantidade 
de flavonóides e em concentração superior que os machos. 
 
Estes dados sugerem que a acumulação destes compostos nas asas pode 
desempenhar um papel importante num contexto comportamental, tal como o 
reconhecimento de espécies ou de parceiros sexuais. Como os flavonóides 
acumulados pelos licanídeos absorvem a luz UV, eles contribuem para os padrões 
complexos de cor das faces dorsal e ventral das asas, que adicionalmente contêm 
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elementos reflectores UV e padrões no espectro visível, podendo proteger os insectos 
adultos da radiação prejudicial (Burghardt et al. 1997; Geuder et al. 1997; Burghardt et 
al. 2000; Burghardt et al. 2001). Outras vantagens incluem a protecção dos ovos e das 
larvas recém-eclodidas da radiação UV e a defesa química contra predadores e 
patogéneos (Burghardt et al. 2000). Por outro lado, os compostos fenólicos podem ter 
efeitos negativos em insectos não adaptados, através de mecanismos oxidativos. Os 
flavonóides ingeridos podem ser tolerados ou destoxificados dependendo dos níveis 
de antioxidante, monooxigenase do citocromo P450 ou esterases e também do pH do 
sistema digestivo. Quando o stress oxidativo excede os recursos antioxidantes, a 
oxidação proteica e a peroxidação lipídica podem ocorrer (Simmonds 2003).  
 
As borboletas azuis, Polyommatus icarus, sequestram flavonóides da sua 
alimentação larvar e armazenam esses compostos como parte da coloração das asas 
do insecto adulto. Alguns flavonóides da dieta larvar são sequestrados, parcialmente 
metabolizados por glicosilação (um processo que provavelmente serve como forma de 
destoxificação) e armazenados. Os compostos sequestrados são mantidos durante 
toda a fase de pupa, provavelmente na gordura corporal. No final desta fase, a maior 
parte dos flavonóides são transferidos para as asas em desenvolvimento (Knőttel e 
Fiedler 2001). Os derivados da quercetina e do campferol são os flavonóis 
predominantes. Os derivados da miricetina, flavonas ou isoflavonóides são excretados 
(Burghardt et al. 2001; Ferreres et al. 2007). A eficiência do sequestro dos flavonóides 
aparentemente depende dos açúcares ligados à aglícona. Por exemplo, os 
ramnosilflavonóis são sequestrados de forma menos eficaz do que os respectivos 
glucósidos ou galactósidos. O mesmo acontece com os derivados multiglucosilados, 
que são muito polares e, por isso, menos sequestrados que os 3-O-glucosilflavonóides 
e os 3-O-galactosilflavonóides simples. Mais uma vez foi confirmada a noção que, 
geralmente, as fêmeas têm a capacidade de extrair com maior eficácia os flavonóides 
da sua dieta larvar que os machos. Isso deve-se ao facto das fêmeas de P. icarus 
ricas em flavonóides serem mais atractivas para os machos que as que não têm 
flavonóides. A uma quantidade elevada de flavonóides está associada uma maior 
massa corporal e um maior tamanho de asas que dão a indicação que a borboleta em 
questão cresceu e alimentou-se numa planta hospedeira mais favorável e, como tal, 
apresenta caracteres relevantes para o sucesso reprodutivo (Burghardt et al. 2000; 
Burghardt et al. 2001; Knőttel e Fiedler 2001; Simmonds 2003). 
 
Outro estudo que envolveu o lepidóptero P. icarus foi o realizado em laboratório 
com um hospedeiro não habitual desta espécie, Vicia villosa. Foi concluído que só 
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uma fracção dos flavonóides ingeridos pela larva era armazenada, sendo a maior 
parte excretada ou metabolizada. A concentração de flavonóides na larva 
correspondia a 1/10 da concentração na planta e continuava a diminuir até à fase 
adulta (Figura 14) (Burghardt et al. 1997).  
 
Alguns compostos, como a miricetina-3-O-ramnósido e a quercetina 3-O-
rutinósido foram completamente excretados. O campferol-3-O-ramnósido e a 
quercetina-3-O-ramnósido foram os flavonóides armazenados em maior quantidade, 
estando o primeiro presente em maior quantidade no insecto adulto. Não foram 
encontrados metabolitos neste estado que já não estivessem na larva, o que sugere 
que a maior parte da biotransformação ocorre na fase larvar (Burghardt et al. 1997).  
 
Schittko et al. em 1999 realizaram um estudo semelhante mas com larvas de P. 
icarus alimentadas com inflorescências de Trifolium repens. Os três flavonóides 
principais presentes nas flores daquela espécie, quercetina-3-O-galactósido, 
quercetina-3-O-(6´´-O-acetil)-galactósido e miricetina-3-O-galactósido foram 
identificados nas larvas. Foram também detectados derivados do campferol e de 
isoflavonóides. Os extractos separados da larva, pupa e insecto adulto bem como os 
extractos das fezes larvares e da planta hospedeira foram analisados por HPLC-DAD) 
(Tabela 3). 
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Tabela 3. Percentagens dos compostos flavonoídicos e a concentração total nas 
inflorescências de T. repens, excrementos e todos os estádios de desenvolvimento de 
P. icarus (valores médios em percentagem ± desvio padrão) (adaptado de Schittko et 
al. 1999) 
 
Componente Inflorescências  Fezes Larva Pupa Adulto 
macho 
Adulto 
fêmea 
Miricetina-3-
O-galactósido 
17,1±0,4 23,6±2,0     
Quercetina-3-
O-galactósido 
38,1±0,4 52,1±1,6 42,6±3,9 73,1±5,4 79,3±0,4 76,0±1,9 
Derivado 
campferólico 
2,9±0,006 5,1±0.9 2,7±0,4 2,8±0,4 1,2±0,4 2,0±0,2 
Quercetina-3-
O-(6´´-O-
acetil)-
galactósido 
30,9±0,2 10,1±0,9     
Quercetina    5,5±2,1   
Derivado 
campferólico 
   3,0±0,6 6,6±0,7 4,2±0,3 
Flavonóide 
Não 
identificado 
  11,1±2,2    
Derivado da 
quercetina 
  12,2±2,6 10,0±4,8 2,1±0,6 9,3±1,6 
Derivado da 
quercetina 
  14,1±2,4    
Concentração 
flavonoídica 
total 
22,01±0,15 9,08±0,99 2,84±0,4 3,15±0,49 3,80±0,33 6,26±0,38 
 
 
Pela análise dos resultados da Tabela 3, pode verificar-se que as concentrações 
de flavonóides aumentam durante o processo de desenvolvimento da borboleta, 
originando um processo de enriquecimento no organismo dos insectos. O conteúdo 
médio dos adultos fêmea foi o dobro dos adultos macho. Só dois dos flavonóides, a 
______________________________________________________________________ 
___________________________________________________________________ 41 
Mestrado em Controlo de Qualidade – Especialização em Água e Alimentos 
quercetina-3-O-galactósido e um dos derivados do campferol foram detectados nos 
extractos de todas as fases. O perfil flavonoídico da P. icarus é mais simples que o da 
planta hospedeira, sendo a quercetina-3-O-galactósido o componente maioritário 
presente em ambas. Com a excepção da presença da quercetina livre na pupa, os 
padrões das crisálidas e dos adultos foram muito semelhantes, o mesmo não 
ocorrendo nas larvas. O padrão de flavonóides das larvas no 4º instar difere 
qualitativamente dos das crisálidas e dos insectos adultos. Há três flavonóides que, 
apesar de não se encontrarem na T. repens, estão presentes no estado larvar. Nas 
fezes, uma percentagem inferior de quercetina-3-O-(6´´-O-acetil)-galactósido foi 
acompanhada de uma percentagem superior  de quercetina-3-O-galactósido e de 
miricetina-3-O-galactósido. Os flavonóides acetilados podem ser facilmente 
hidrolisados por esterases do sistema digestivo do insecto. A miricetina-3-O-
galactósido floral foi selectivamente excretada pelas larvas de P. icarus. Isso pode 
dever-se ao facto da miricetina ser mais tóxica que a quercetina ou o campferol. As 
diferenças apresentadas entre as plantas e os insectos e as alterações nos padrões 
dos flavonóides das borboletas durante o seu desenvolvimento podem dever-se a 
mecanismos selectivos (excreção e sequestro) assim como à biotransformação pelos 
próprios insectos ou pela sua flora digestiva (Schittko et al. 1999). 
 
Nas várias experiências que se realizaram em condições controladas e onde os 
perfis flavonoídicos das plantas e dos insectos foram estudados em detalhe foi 
estabelecido que:  
 
• as larvas sequestram somente fracções específicas dos flavonóides presentes 
nos hospedeiros;  
 
• os flavonóides sequestrados sofrem vários processos de glicosilação;  
 
• o conteúdo de flavonóides das borboletas pode variar drasticamente de acordo 
com a planta hospedeira utilizada durante as fases larvares; 
 
• as fêmeas têm tendência a ser mais ricas em flavonóides que os machos 
(Burghardt et al. 1997; Schittko et al. 1999; Burghardt et al. 2001).  
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1.5) Ácidos orgânicos  
 
 
1.5.1. Definição 
 
 
Os ácidos orgânicos são metabolitos primários das plantas, que se encontram 
nos vacúolos celulares. A concentração e o perfil de ácidos orgânicos acumulados 
depende de vários factores, como o tipo de fixação de carbono, a actividade 
catabólica, a idade e o estado nutricional da planta e o tipo de tecido (Stumpf e Burris, 
1981; Harborne et al, 1999; López-Bucio et al, 2000).  
 
Entre os ácidos orgânicos que se acumulam nas plantas, os ácidos 
tricarboxílicos do ciclo de Krebs (cítrico, aconítico, isocítrico, cetoglutárico, succínico, 
fumárico, málico e oxalacético) podem ser distinguidos dos restantes. Destes, apenas 
dois, o cítrico e o málico, são regularmente acumulados, enquanto que os outros são 
utilizados nas diversas funções dos tecidos (Harborne et al. 1999). Outros dois ácidos 
carboxílicos de interesse, ausentes do ciclo de Krebs, são os ácidos chiquímico e 
quínico que são precursores dos compostos aromáticos nas plantas (Dashek e 
Micales, 1997; Fergie et al., 2004) (Figura 9). 
 
Estes compostos são classificados de acordo com o número de funções ácido 
carboxílico presentes na sua estrutura, ou de acordo com outros grupos funcionais 
(Harborne et al., 1999). 
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Figura 9. Estruturas químicas dos principais ácidos orgânicos presentes nas plantas. 
 
 
 
1.5.2. Actividade Biológica  
 
   
O ácido oxálico foi detectado em vários organismos incluindo animais, plantas e 
fungos. O ácido oxálico pode surgir de várias formas: como ácido oxálico livre, como 
sais solúveis por exemplo de sódio e potássio ou como cristais insolúveis de oxalato 
de cálcio. 
  
O ácido oxálico é sintetizado pelas plantas por várias vias metabólicas. O ácido 
L- ascórbico e o glioxilato surgem como os principais percursores. A glucose, o acetato 
e alguns ácidos do ciclo de Krebs estão envolvidos na síntese do ácido oxálico em 
algumas plantas como nas folhas jovens de espinafre. A ocorrência deste ácido nas 
plantas varia bastante com a idade, a estação do ano, o clima, o tipo de solo e com a 
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parte da planta. Por exemplo, em algumas como plantas como o ruibarbo o conteúdo 
em ácido oxálico tende a aumentar à medida que a planta amadurece, enquanto que 
noutras, como a banana ou o espinafre, o inverso ocorre. 
 
Várias funções foram propostas para a presença de ácido oxálico nas plantas 
tais como a manutenção do balanço iónico (conjugação com vários iões: sódio, 
potássio, magnésio, etc. para formar compostos solúveis e insolúveis) e controlo da 
homeostasia celular do cálcio (ao formar o oxalato de cálcio, composto insolúvel que 
permite remover o cálcio livre do metabolismo activo).   
Ao contrário das plantas a presença de cristais de oxalato de cálcio nos animais é 
geralmente considerada patológica. O ácido oxálico é considerado como um 
componente indesejável na nossa alimentação uma vez que aumenta a probabilidade 
de pedras (cristais de oxalato de cálcio) no sistema urinário e também porque diminui 
a biodisponibilidade do cálcio (Çaliskan, 2000). 
 
O ácido málico é um composto versátil no metabolismo da planta, que pode ser 
facilmente transportado através da membrana celular que separa os vários 
compartimentos ou armazenado no vacuolo. 
 
Este composto desempenha várias funções, tais como ser substracto para a 
produção de ATP mitocondrial, manter o valor do pH citosólico (Hurth et al, 2005; 
Scheibe, 2004) e ainda como agente osmótico e antagonizador dos iões potássio e 
sódio (Stumpf e Burris, 1981; Hurth et al, 2005) 
 
O ácido cítrico desempenha um papel importante na translocação do ferro nas 
raízes e no seu transporte de longa distância no para as folhas através do xilema 
(López-Millán, 2001). 
 
O ácido chiquímico é um dos compostos intermediários na biosíntese dos 
aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) a partir da glucose nos 
microorganismos e plantas. Estes aminoácidos são utilizados pelas plantas superiores 
não só como blocos construtores de proteínas mas também como precursores de um 
elevado número de metabolitos secundários. No entanto a síntese destes aminoácidos 
nos animais não é possível, pelo que têm de obtê-los através da dieta (Jiang et al, 
1997).  
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O ácido fumárico foi isolado inicialmente da espécie vegetal Fumaria officinalis, 
de onde deriva o seu nome. Muitos microorganismos e plantas produzem ácido 
fumárico em quantidades relevantes uma vez que é um intermediário importante do 
ciclo do ácido cítrico. Ao ser metabolizado origina energia e carbono para a produção 
de outros compostos e ainda auxilia na manutenção do pH celular e da pressão de 
turgescência (Chia et al., 2000). Devido à sua estrutura, uma dupla ligação carbono-
carbono e dois grupos carboxílicos, o ácido fumárico tem muitas aplicações potenciais 
a nível industrial. Pode constituir a base para reacções de polimerização e 
esterificação. 
 
 Actualmente estão a ser estudadas duas novas aplicações do ácido fumárico: o 
seu uso no tratamento da psoríase e a sua utilização como suplemento de ração para 
o gado. O organismo dos indivíduos com psoríase não produz ácido fumárico ao 
contrário dos indivíduos sem patologia. A toma por via oral de ésteres do ácido 
fumárico pode contribuir para o seu tratamento. A segunda aplicação potencial 
relaciona-se com a redução da emissão de metano, até 70%, por parte dos animais 
cuja ração seja suplementada com ácido fumárico (Engel et al, 2008). 
 
O L-ácido ascórbico ou vitamina C é um agente redutor e antioxidante 
amplamente difundido na Natureza. Os vegetais e frutas (citrinos, pimento verde, 
salsa, groselha-negra, etc) são as fontes mais ricas de vitamina C. A sua presença em 
quantidades elevadas neste tipo de alimentos está relacionada com o facto de ser 
formado a partir de açúcares, que são compostos abundantes e porque a sua 
biosíntese é relativamente simples. Os produtos animais contêm baixos níveis de 
ácido ascórbico. Outra particularidade é que o ácido ascórbico é vitamina somente 
para alguns vertebrados que perderam a capacidade de o sintetizar como é o caso 
dos humanos (Linster e van Schaftingen, 2006; Kiokias et al, 2008).  
 
O ácido ascórbico está a ganhar importância como um aditivo alimentar versátil e 
natural devido à sua actividade como vitamina e à sua capacidade de aumentar a 
qualidade e validade de muitos produtos alimentares. Nos sistemas alimentares o 
ácido ascórbico actua como antioxidante secundário podendo actuar por vários 
mecanismos: 
 
- Doação de hidrogénio para regeneração de radicais antioxidantes estáveis; 
 
- Inactivação de metais para diminuir o seu funcionamento como catalizadores; 
______________________________________________________________________ 
___________________________________________________________________ 46 
Mestrado em Controlo de Qualidade – Especialização em Água e Alimentos 
 
- Redução de hidroperóxido para produzir álcoois estáveis por processos não radicais; 
 
- Captura de radicais de oxigénio (Kiokias et al, 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
______________________________________________________________________ 
___________________________________________________________________ 47 
Mestrado em Controlo de Qualidade – Especialização em Água e Alimentos 
 
2. Pieris brassicae 
 
         
 
2.1) Estádios de desenvolvimento 
 
 
O ciclo de vida da Pieris brassicae (Lepidoptera: Pieridae), conhecida por 
borboleta branca da couve (Figuras 10 e 11), dura cerca de 45 dias compreendidos 
entre o ovo até ao insecto adulto (Muriel e Grez 2002). A distribuição geográfica deste 
lepidóptero estende-se desde a Europa de Leste até à Ásia. Nas regiões 
mediterrânicas, a espécie tem quatro/cinco gerações por ano. A primeira geração 
normalmente emerge em Março/Abril, mas na Península Ibérica pode ser vista em 
Janeiro/Fevereiro. Como a esperança média de vida das borboletas é inferior a três 
semanas, a reprodução sazonal começa muito cedo (Figura 12), o que provoca 
alguns problemas na geração que vai crescer durante dias curtos e temperaturas 
baixas. Para sobreviverem às duras condições climatéricas do Inverno, as borboletas 
entram num período de diapausa só emergindo no final de Janeiro (Spieth 2002). A 
diapausa na Pieris brassicae ocorre durante o segundo e terceiro instar das larvas, 
quando a exposição à luz solar se torna inferior a 15h (Kaneko e Katagiri 2006). 
 
A fêmea deposita ovos alongados, estriados e amarelos em grupos de 20 a 50 
na parte inferior das folhas (Figura 13). Aproximadamente cerca de seis a dez dias 
após a oviposição eclodem as larvas verde-amareladas com riscas negras (Figura 
14). Inicialmente vivem em colónias, agrupadas de forma muito próxima enquanto 
consomem a epiderme da folha. Após a segunda muda, apesar de confinadas à 
mesma planta, as larvas espalham-se pelas folhas em grupos de 4 ou 5 indivíduos e 
tornam-se extremamente vorazes. Quando atingem cerca de 50 mm passam à fase de 
crisálida instalando-se por exemplo, em vedações (Figura 15). O adulto emerge 
possuindo asas brancas com cerca de 40 a 60 mm. A fêmea distingue-se pela 
presença de duas manchas negras isoladas nas asas anteriores enquanto o macho 
não possui manchas (Ruckstuhl 1998).  
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Figuras 10 e 11. Da esquerda para a direita: Pieris brassicae adulto fêmea e macho 
(adaptado de http://www.leps.it). 
 
 
       
Figuras 12 e 13. Da esquerda para a direita: acasalamento e ovos de Pieris brassicae 
(adaptado de www.insectariumvirtual.com). 
 
                     
Figuras 14 e 15. Da esquerda para a direita: lagarta e crisálida cingulada de Pieris 
brassicae (adaptado de http://www.leps.it) 
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2.2) Caracterização química dos diferentes estádios 
 
  
As larvas de P. brassicae são especialistas em Brassicaceae enquanto os 
adultos se alimentam do néctar de uma variedade de plantas (Muriel e Grez 2002). 
 
Os hidratos de carbono representam a fonte primária de energia para os 
lepidópteros adultos. O néctar floral contém uma série de açúcares sendo os mais 
comuns a sacarose, a frutose e a glucose. Adicionalmente este alimento fornece 
vários tipos de aminoácidos livres, proteínas, lípidos, antioxidantes, ácidos orgânicos e 
outras substâncias não nutricionais (Romeis e Wackers 2002).  
 
Durante bastante tempo acreditou-se que os lepidópteros obtinham todas as 
reservas de azoto durante o período larvar, enquanto a alimentação do insecto adulto 
seria somente para cobrir as exigências energéticas. Estudos mais recentes com 
Pieris rapae (Lepidoptera: Pieridae), Inachis io (Lepidoptera: Nymphalidae) e com 
Lysandrum bellargus Rottemburg (Lepidoptera: Lycaenidae) vieram demonstrar que 
algumas borboletas escolhem néctares ricos em aminoácidos em detrimento de 
soluções puras de açúcares. Em todas as espécies só as fêmeas apresentaram este 
tipo de comportamento, o que sugere que os aminoácidos podem ser importantes para 
a produção e/ou maturação dos ovos. No entanto, tal preferência não pôde ser 
comprovada no caso de outras espécies incluindo a Pieris brassicae (Romeis e 
Wackers 2002) 
 
Relativamente à influência dos açúcares e dos aminoácidos na longevidade de 
machos e fêmeas de Pieris brassicae, foi demonstrado nos trabalhos de Romeis e 
Wackers (2002), que a longevidade aumentava significativamente quando os insectos 
adultos eram alimentados com soluções de sacarose, frutose, glucose, manose, 
galactose e rafinose, quando comparada com borboletas alimentadas somente com 
água. A maltose e a trealose não aumentaram a longevidade e a melezitose e a 
melibiose até tiveram um efeito negativo na longevidade. Ao complementar as 
soluções açucaradas com aminoácidos, a longevidade não sofreu alteração o que já 
tinha sido demonstrado em estudos anteriores.  
Ao estudar o efeito das mesmas soluções mas relativamente à fecundidade e 
oviposição, a glucose foi a única que levou ao aumento significativo da fecundidade, 
enquanto a sacarose e a melibiose diminuíram o número de ovos. A oferta de 
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aminoácidos não alterou a fecundidade, mas quando adicionados a uma solução de 
sacarose anulam o seu efeito negativo. Destes estudos retira-se então a informação 
que a sacarose e a frutose estimulam a alimentação e têm um efeito positivo na 
longevidade das borboletas. No entanto, estes açúcares têm um efeito negativo 
(sacarose) ou neutro (frutose) na fecundidade. A glucose é o açúcar mais importante 
para a Pieris brassicae, aumentando a longevidade, a fecundidade e a oviposição. Os 
aminoácidos essenciais dissolvidos com a sacarose têm um efeito positivo na 
fecundidade das borboletas em comparação com a solução de sacarose pura. No 
entanto, a fêmea de Pieris brassicae aceita as duas soluções de igual forma, o que 
leva a crer que os aminoácidos, obtidos do néctar pelo insecto adulto, desempenham 
um papel minoritário na maturação dos ovos. Isto indica que o adulto usa reservas de 
gordura provenientes da fase larvar para a formação dos ovos. 
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2.3) Espécies hospedeiras 
 
 
A família Brassicaceae inclui uma ampla variedade de produtos hortícolas, 
alguns dos quais com importância económica, utilizados na dieta alimentar. É 
constituída por mais de 350 géneros e 3500 espécies que se caracterizam por um 
ciclo curto e grande adaptabilidade, especialmente em zonas frias. Por esta razão são 
adequadas para o cultivo em diferentes estações e em vários ambientes. Do ponto de 
vista nutricional, as espécies do género Brassica têm um baixo valor calórico, devido 
ao reduzido conteúdo proteico e lipídico. Pelo contrário apresentam um elevado 
conteúdo em minerais, vitaminas, polifenóis, glucosinolatos e compostos ricos em 
enxofre. Estes vegetais são ricos em potássio, cálcio, magnésio e fósforo, vitaminas C, 
E e K e carotenóides (β-caroteno, luteína e zeaxantina) (Heimler et al. 2006). 
 
Muitos estudos epidemiológicos têm correlacionado uma dieta rica em vegetais e 
frutos com uma diminuição na incidência de patologias crónicas, como as doenças 
cardiovasculares e o cancro (Ferreres et al. 2005; Heimler et al 2006). Os estudos 
realizados por Peto et al. em 1981 e por Stoewsand et al. em 1998 reportam uma 
correlação inversa entre o consumo de espécies do género Brassica e o risco de 
cancro, provavelmente devido à acção anticarcinogénica dos metabolitos dos 
glucosinolatos. Tal foi demonstrado por alguns estudos in vitro de Verhoeven et al. em 
1997. Também não se pode excluir o efeito protector da acção antioxidante de outros 
compostos presentes nestes vegetais como a vitamina A, polifenóis, vitamina E e 
carotenóides (Heimler et al. 2006). 
 
Como já foi referido as larvas de Pieris brassicae são herbívoros especialistas 
em Brassicaceae enquanto os adultos se alimentam do néctar de várias plantas. As 
larvas alimentam-se de várias espécies do género Brassica, nomeadamente: couve-
flor, couve tronchuda, couve-galega, nabo e, mais raramente, de couve-roxa e 
rabanete (Figuras 16 e 17) (Ferreres et al. 2007). 
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 Figuras 16 e 17. Danos provocados pelas larvas de Pieris brassicae numa Brassica 
(adaptado de http://www.inra.fr). 
 
 
 
2.3.1. Brassica oleracea var. costata 
 
 
A couve tronchuda (Brassica oleracea L. var. costata DC) apresenta grandes 
folhas, arredondadas, macias e levemente cortadas nas margens. As folhas externas, 
verde-escuro, são um pouco amargas e duras enquanto as internas, de cor amarelo-
pálido, são mais tenras e doces (Figuras 18 e 19). É nativa do Mediterrâneo e do 
sudoeste da Europa sendo considerada uma cultivar primitiva, menos susceptível a 
pragas e doenças. É de fácil cultivo mesmo em temperaturas baixas, requer solo 
húmido e tolera a exposição marítima constituindo uma fonte importante de reservas 
durante o Inverno (Rosa 1997; Ferreres et al. 2005).  
 
     
Figuras 18 e 19. Brassica oleracea var. costata (adaptado de 
http://www.edis.ifas.ufl.edu e de http://www.sementesfeltrin.com.br). 
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Quanto à sua composição química, as folhas externas possuem um perfil 
fenólico distinto das internas. Ferreres et al. (2005 e 2006) realizaram a caracterização 
dos compostos fenólicos por Liquid Cromatography- Mass Spectrometry (LC-MS) e 
HPLC-DAD dos dois tipos de folha mencionados. As folhas externas apresentaram um 
perfil cromatográfico rico em complexos flavonóides glicosilados tendo um potencial 
antioxidante mais elevado do que as folhas internas. O cromatograma do extracto 
metanólico (Figura 20A) revelou a existência de derivados do campferol substituídos 
na posição 3, assim como flavonóides acilados com derivados hidroxicinâmicos. Após 
a hidrólise alcalina, o cromatograma (Figura 20B)  mostra, além de diversos ácidos 
hidroxicinâmicos, vários flavonóides glicosilados e o desaparecimento dos derivados 
acilados. 
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Figura 20. (A) Cromatograma obtido por HPLC-DAD do extracto metanólico das folhas 
externas da couve tronchuda. (B) Cromatograma obtido por HPLC-DAD do extracto 
metanólico das folhas externas da couve tronchuda após hidrólise: (1) campferol 3-O-
soforotriósido-7-glucósido; (2) campferol 3-(metoxicafeoil/cafeoil)soforósido-7-O-
glucósido; (3) campferol 3-O-soforósido-7-glucósido; (4) campferol 3-O-soforósido-7-
O-glucósido; (5) campferol 3-O-soforósido-7-soforósido; (6) campferol-3-O-soforósido-
7-O-soforósido; (7) campferol 3-O- (sinapoil/cafeoil)-soforósido-7-O-glucósido; (8) 
campferol 3-O- (feruloil/cafeoil)-soforósido-7-O-glucósido; (9) campferol 3-O-
soforotriósido; (10) campferol 3-O-(sinapoil)soforósido; (11) campferol 3-O-
(feruloil)soforotriósido; (12) campferol 3-O-(feruloil)soforósido; (13) campferol 3-O-
soforósido; (14) campferol 3-O-glucósido. Detecção a 330 nm. (Adaptado de Ferreres 
et al. 2005). 
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Nas folhas internas da couve tronchuda foram identificados flavonóides 
glicosilados e um elevado número de ésteres hidroxicinâmicos (Figura 21). 
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Figura 21. Perfil fenólico das folhas internas de couve tronchuda obtido por HPLC-
DAD (A) extracto hidro-metanólico e (B) extracto aquoso. Detecção a 330 nm. Picos: 
(1) quercetina 3-O-soforósido-7-O-glucósido; (2) ácido 3-p-cumaroilquiníco; (3) 
campferol 3-O-soforósido-7-O-glucósido; (4) campferol 3-O-(cafeoil)-soforósido-7-O-
glucósido; (5) ácido sinapoil-glucósido; (6) campferol 3-O-(sinapoil)-soforósido-7-O-
glucósido; (7) campferol 3-O-(feruloil)-soforósido-7-O-glucósido; (8) campferol 3-O-(p-
cumaroil)-soforósido-7-O-glucósido; (9) ácido 4-p-cumaroilquiníco; (10) ácido sinápico; 
(11) campferol 3-O-soforósido; (12) 1,2-disinapoilgentiobiose; (13) 1-sinapoil-2-
feruloilgentiobiose; (14) isómero de 1,2-disinapoilgentiobiose; (15) 1,2,2’-
trisinapoilgentiobiose; (16) 1,2’-disinapoil-2-feruloilgentiobiose; (17) isómero de 1,2-
disinapoilgentiobiose. (Adaptado de Ferreres et al. 2006 b.) 
 
 
 
Esta espécie hospedeira também foi estudada em relação à composição em 
ácidos orgânicos. Assim, as folhas internas de B. oleracea var. costata apresentaram 
um perfil constituído pelos ácidos aconítico, cítrico, ascórbico, málico, quínico, 
 
 
1 
2 
3 
4 5 
6 7 8 
11 
12 
15 
13+14 
16 
17 
A 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
11 12 
15 
B 
9 
10 
______________________________________________________________________ 
___________________________________________________________________ 56 
Mestrado em Controlo de Qualidade – Especialização em Água e Alimentos 
chiquímico e fumárico. O extracto liofilizado exibiu um elevado teor destes compostos, 
cerca de 23g/Kg. O ácido chiquímico foi o composto presente em menor quantidade, 
constituindo cerca de 0,2% da quantidade total de ácidos orgânicos. O ácido cítrico foi 
o composto maioritário, cerca de 43% (Ferreres et al. 2006). Nas folhas externas 
foram identificados e quantificados os ácidos cítrico, ascórbico, málico, chiquímico e 
fumárico, variando os teores totais entre 20g/Kg e 55g/Kg. O composto maioritário foi o 
ácido málico (37% a 78% do teor total) enquanto que os compostos minoritários foram 
os ácidos chiquímico e fumárico (Vrchovská et al. 2006). 
 
As sementes desta espécie de Brassica apresentaram sete ácidos orgânicos na 
sua constituição química: aconítico, cítrico, ascórbico, málico, quínico, chiquímico e 
fumárico. O teor total de ácidos orgânicos foi de cerca de 16g/Kg sendo o ácido 
ascórbico o composto maioritário (52% do teor total, seguido do ácido cítrico, 28%). 
Tal como nas folhas os ácidos chiquímico e fumárico foram os compostos minoritários 
com cerca de 0,1% e 0,2% do teor total, respectivamente (Ferreres et al. 2006; 
Vrchovská et al. 2006) . 
 
 
 
2.3.2) Brassica oleracea var. acephala 
 
 
A couve-galega (Brassica oleracea L. var. acephala DC) é uma couve dura, 
com folhas de cor verde-escuras e enroladas (Figuras 22 e 23). Tem um ciclo curto de 
crescimento, duas a três semanas. Do ponto de vista nutricional é um alimento rico em 
β-caroteno, luteína, selénio, vitamina K1, folato, ascorbato e flavonóides (Kurilich et al. 
2003; Lefsrud e Kopsell 2006). O consumo de alimentos ricos em luteína e β-caroteno 
está associado a um risco reduzido de cancro pulmonar, cataratas e degenerescência 
macular associada ao envelhecimento. O selénio tem actividade anticarcinogénica 
contra alguns tipos de cancro. A couve-galega constitui, entre os vegetais, um dos 
alimentos com maior percentagem de luteína, β-caroteno e selénio apresentando 
elevada actividade antioxidante quando inserida na dieta alimentar (Lefsrud e Kopsell 
2006). É consumida amplamente no Inverno sendo usada para a confecção de sopas 
ou cozida para acompanhamento (Rosa 1997). Os óleos das sementes são também 
utilizados na indústria alimentar (Ayaz et al. 2006). 
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A composição nutricional da couve-galega foi estudada por Ayaz et al. em 2006. 
Nas folhas desta couve a frutose, a glucose e a sacarose são os açúcares presentes 
em maior quantidade e o ácido málico e o ácido cítrico os ácidos orgânicos 
maioritários. Em relação aos ácidos gordos foram detectados dezoito ácidos gordos 
diferentes nas folhas e vinte nas sementes. As folhas apresentaram elevadas 
percentagens de ácido linoleico e α-linolénico, essenciais para a dieta humana pois 
não podem ser sintetizados pelo oraganismo.As sementes apresentavam uma 
percentagem inferior, mas suficiente para colmatar algumas deficiências destes ácidos 
poliinsaturados durante o Inverno.O ácido maioritário presente nas sementes foi o 
ácido erúcico. Este composto é utilizado na composição de lubrificantes, surfactantes, 
emolientes, cosméticos e plásticos. O glutamato foi o aminoácido detectado em maior 
quantidade seguido pelo ácido aspártico. Outros aminoácidos como a cisteína, a 
histidina, a metionina e o triptofano estavam também presentes mas em pequenas 
quantidades. Os micro e macronutrientes são imprescindíveis para muitas reacções 
catalizadas por enzimas e como tal essenciais para as correctas funções do 
organismo. A folha da couve-galega tem quantidades razoáveis de cálcio e potássio 
(macronutrientes) e elevadas quantidades de ferro, zinco e manganésio 
(micronutrientes) (Ayaz et al. 2006).   
                
        
Figuras 22 e 23. Brassica oleracea var. acephala (adaptado de 
http://www.wikipedia.com). 
 
 
O estudo dos glucosinolatos nesta Brassica por HPLC-DAD foi publicado por 
Rosa em 1997. Por ordem de eluição os glucosinolatos presentes foram: a 
glucoiberina, a progoitrina, a sinigrina, a gluconapina, a glucobrassicanapina, a 
glucobrassicina, a gluconasturtina e a neoglucobrassicina. Os glucosinolatos 
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presentes em maior quantidade foram a sinigrina, a glucoiberina e a glucobrassicina 
(Tabela 4). Comparando as quantidades totais de glucosinolatos os valores da couve-
galega foram superiores em 40% em relação à couve tronchuda também estudada no 
mesmo artigo. 
 
 
Tabela 4. Concentração de glucosinolatos (µmolg-1 em peso seco) nas inflorescências 
de Brassica oleracea var. acephala (adaptado de Rosa 1997). 
        
 
 
Em relação ao estudo dos flavonóides nesta espécie do género Brassica por 
HPLC/UV-DAD/MSn (Ferreres et al., 2009) concluiu-se que há três grupos de 
moléculas: flavonóides glicosilados livres (não acilados, compostos 1-3, 5-7, 10-12, 15, 
22-24, 27 e 30); flavonóides glicosilados acilados com ácidos hidroxicinâmicos (4, 8, 9, 
13, 14, 16-21, 25, 26, 28, 29 e 31) e gencibiósidos acilados com ácidos 
hidroxicinâmicos (32-35) (Figura 24).  
 
Quanto ao primeiro grupo, a maioria destes compostos estavam presentes tanto 
no extracto nativo como no saponificado. No entanto, os compostos 3, 6, 10 e 15 só 
foram detectados neste último, provavelmente porque foram mascarados no extracto 
nativo onde podiam estar presentes em quantidade reduzida. O composto 27 não foi 
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observado no extracto saponificado. Devido à sua baixa concentração, poder-se-ia ter 
perdido durante o processo de saponificação. 
 
 
Figura 24. Perfil fenólico obtido por HPLC/UV-DAD de: (1A) extracto aquoso nativo e 
(1B) extracto aquoso saponificado de folhas de B. oleracea var. acephala. Detecção a 
330 nm. (Ac) derivados acilados, (1) quercetina-3-O-soforotriósido-7-O-glucósido, (2) 
quercetina-3-O-soforósido-7-O-glucósido, (3) quercetina-3-O-soforotriósido-7-O-
diglucósido, (4) campferol-3-O-(metoxicafeoil)soforósido-7-O-glucósido, (5) quercetina-
3-O-soforósido-7-O-diglucósido, (6) campferol-3-O-soforotriósido-7-O-glucósido, (7) 
campferol-3-O-soforósido-7-O-glucósido, (8) campferol-3-O-(cafeoil)soforósido-7-O-
glucósido, (9) quercetina-3-O-(sinapoil)soforósido-7-O-glucósido, (10) campferol-3-O-
soforotriósido-7-O-diglucósido, (11) campferol-3-O-soforósido-7-O-diglucósido, (12) 
isoramnetina-3-O-soforósido-7-O-glucósido, (13) quercetina-3-O-(feruloil)soforósido-7-
O-glucósido, (14) quercetina-3-O-(feruloil)soforósido-7-O-diglucósido, (15) 
isoramnetina-3-O-soforósido-7-O-diglucósido, (16) campferol-3-O-(sinapoil)soforósido-
7-O-glucósido, (17) campferol-3-O-(sinapoil)soforósido-7-O-diglucósido, (18) 
campferol-3-O-(feruloil)soforósido-7-O-glucósido, (19) campferol-3-O-
(feruloil)soforósido-7-O-diglucósido, (20) campferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-
glucósido, (21) campferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-diglucósido, (22) campferol-
3-O-gencibiósido-7-O-glucósido, (23) campferol-3-O-gencibiósido-7-O-diglucósido, 
(24) isoramnetina-3-O-genciobiósido-7-O-glucósido, (25) quercetina-3-O-
(sinapoil)soforósido, (26) quercetina-3-O-(feruloil)soforósido, (27) quercetina-3-O-
soforósido, (28) campferol-3-O-(p-cumaroil)gencibiósido-7-O-diglucósido, (29) 
campferol-3-O-(sinapoil)soforósido, (30) campferol-3-O-soforósido, (31) campferol-3-
O-(feruloil)soforósido, (32) disinapoil-genciobiósido, (33) sinapoil, feruloil-
genciobiósido, (34) diferuloil-genciobiósido e (35) disinapoil, feruloil-genciobiósido. 
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No grupo dos flavonóides glicosilados acilados, foram caracterizados tanto 
derivados do campferol como da quercetina. Os flavonóides encontrados na couve-
galega são semelhantes aos encontrados em outras B. oleracea (Ferreres et al., 2005, 
2006; Llorach et al., 2003; Vallejo et al, 2004). De forma geral, o glicosídeo 
predominante, na forma livre ou a acilada, é o campferol-3-O-soforósido-7-O-
glucósido. Na couve-galega foi encontrada uma maior diversidade de compostos tendo 
derivados da quercetina e da isoramnetina, para além dos derivados do campferol. O 
grau de acilação é inferior a outras Brassica apresentando um elevado número de 
glicósidos não acilados e a ausência de derivados diacilados no extracto nativo 
(Ferreres et al., 2009). 
 
 
 
 
2.3.3.) Brassica rapa var. rapa 
 
 
O nabo (Brassica rapa var. rapa DC) apresenta finas folhas verde-claras e 
ligeiramente pubescentes. Na sua base desenvolve-se uma raiz larga e branca 
(Figuras 25 e 26). Pode apresentar inflorescências. Esta espécie é muito popular em 
todo o mundo, especialmente na Europa, devido aos seus benefícios nutricionais e a 
sua utilidade na produção de óleos alimentares e industriais. As partes comestíveis 
são habitualmente cozidas sendo utilizadas na preparação de sopas e guisados. 
Constitui uma importante fonte de alimentação nas regiões mais frias pois é resistente 
às baixas temperaturas (Liang et al. 2006; Fernandes et al. 2007). O sabor, tanto das 
suas folhas como da raiz, é ligeiramente amargo e pungente o que os distingue das 
restantes espécies do género Brassica. O amargor tem sido relacionado com a 
presença de produtos resultantes da degradação dos glucosinolatos. Os isotiocianatos 
produzem um sabor pungente e um aroma sulforoso quando o tecido vegetal é ferido, 
desempenhando um papel significativo nas características organolépticas (Padilla et 
al. 2007). O conteúdo rico em glucosinolatos é uma das razões pelas quais se pode 
explicar a ampla distribuição geográfica das espécies do género Brassica e a sua 
resistência a condições ambientais adversas (Liang et al. 2006). 
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Figuras 25 e 26. Brassica rapa var. rapa (adaptado de http://www.biozac.pt e 
http://www.wikipedia.com). 
 
 
Esta espécie foi estudada quanto ao seu conteúdo em compostos fenólicos, 
constituintes voláteis e haloenzimas das folhas, glucosinolatos das inflorescências e 
ácidos gordos do óleo das sementes (Fernandes et al. 2007). Mesmo assim a maior 
parte dos estudos têm--se focado na espécie Brassica oleracea. A relação directa 
entre o conteúdo de glucosinolatos e as propriedades sensoriais foi estudada nos 
brócolos, na couve-flor e nas couves-de-bruxelas que diferem na sua composição dos 
glucosinolatos comparativamente ao nabo. Estes vegetais também possuem um 
conteúdo rico em açúcares o que diminui o seu sabor amargo. Em 2007, Padilla et al. 
realizaram um estudo com o propósito de determinar a diversidade de glucosinolatos 
das folhas de várias variedades de B. rapa do noroeste espanhol e relacioná-la com os 
atributos sensoriais. Foram identificados dezasseis glucosinolatos em 113 variedades 
de B. rapa (Tabela 5). Três glucosinolatos foram detectados em todas as variedades: 
glucobrassicanapina, glucobrassicina e gluconasturtina. Outros quatro foram 
detectados em 90% das variedades: gluconapina, progoitrina, glucoiberina e 
neoglucobrassicacina. Todas as variedades apresentaram diferenças significativas 
quer no conteúdo total de glucosinolatos quer no teor dos glucosinolatos mencionados. 
A epigoitrina, glucorafina, glucoerucina e a 4-metoxiglucobrassicina estavam presentes 
em poucas variedades (Padilla et al 2007).  
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Tabela 5. Glucosinolatos identificado em 113 variedades de Brassica rapa (adaptado 
de Padilla et al 2006). 
Grupo substituinte Nome comum Percentagem de 
variedades 
Alifático 
3- Butenil 
4- Pentenil 
2-(R)-2-Hidroxi-3-butenil 
2-(S)-2-hidroxi-3-butenil 
3-Metilsulfinilpropil 
3-Metiltiopropil 
4-Metilsulfinilbutil 
5-Metilsulfinilpentil 
2-Hidroxi-4-pentenil 
4-Metiltiobutil 
Indolil 
3-Indolilmetil 
1-Metox-3-indolilmetil 
4-Hidrox-3-indolilmetil 
4-Metoxi-3-indolilmetil 
Aromático 
2-Feniletil 
 
Gluconapina 
Glucobrassicacanapina 
Progoitrina 
Epiprogoitrina 
Glucoiberina 
Glucoiberverina 
Glucorafanina 
Glucoalissina 
Gluconapoleiferina 
Glucoerucina 
 
Glucobrassicina 
Neoglucobrassicina 
4-Hidroxiglucobrassicina 
4-Metoxiglucobrassicina 
 
Gluconasturtina 
 
98.2 
100.0 
97.3 
17.7 
88.5 
76.1 
23.9 
15.9 
8.0 
2.7 
 
100.0 
95.6 
52.2 
2.7 
 
100 
 
 
Os glucosinolatos alifáticos foram os predominantes, sendo a gluconapina e a 
glucobrassicanapina os mais comuns. A progoitrina, considerada um glucosinolato 
anti-nutricional, estava presente na maior parte das variedades, apesar da 
concentração ser baixa. O conteúdo em glucosinolatos aromáticos e indólicos era 
baixo sendo a gluconasturtina o mais significativo. Estudos anteriores detectaram o 
mesmo perfil de glucosinolatos nas folhas, inflorescências e sementes de B. rapa 
provando que nesta espécie há pouca variação na composição de glucosinolatos 
(Padilla et al 2007). 
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Em 2007, Fernandes et al. caracterizaram os compostos fenólicos e os ácidos 
orgânicos das partes comestíveis do nabo por HPLC-DAD e HPLC-UV 
respectivamente e a sua capacidade antioxidante pelo ensaio de captura de radicais 
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Nas inflorescências, folhas e caules foram 
identificados catorze compostos fenólicos (Figura 27).  
 
A raiz do nabo apresentou uma composição diferente na qual só os ácidos 
ferúlico e sinápico e os seus derivados foram detectados em quantidades vestigiais. 
Estes compostos foram identificados pela primeira vez nas partes comestíveis do 
nabo. 
 
A quantificação dos compostos fenólicos nos extractos aquosos das diferentes 
partes do nabo revelou uma elevada quantidade destes compostos nas inflorescências 
(10 a 19 g/kg) e nas folhas e caules (8 a 13 g/kg) nos quais os flavonóis eram os 
compostos maioritários. Nas inflorescências o campferol 3-O-soforósido-7-O-
glucósido, o campferol 3-O-(feroloil/cafeoil)-soforósido-7-O-glucósido, a isorametina 
3,7-O-diglucósido e a isorametina 3-O-glucósido foram os compostos presentes em 
maior quantidade, cada um correspondendo a 15-17% dos compostos fenólicos totais. 
Os compostos em menor quantidade foram o ácido 3-p-coumaroilquínico, a 1,2-
disinapoilgentiobiose e a 1,2´-disinapoil-2-feruloilgentiobiose, representando cerca de 
1% dos compostos fenólicos totais. As folhas e caules apresentaram um perfil idêntico 
sendo que os compostos mais representativos já referidos estavam presentes em 13 a 
20% e os compostos minoritários correspondiam a menos de 0,8% (Fernandes et al. 
2007). 
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Figura 27. HPLC-DAD dos compostos fenólicos do nabo (A) inflorescências e (B) 
folhas e caules. Detecção a 330 nm. Picos: (1) ácido 3-p-coumaroilquínico; (2) 
campferol 3-O-soforósido-7-O-glucósido; (3) campferol 3-O-soforósido-7-O-soforósido; 
(4) ácido cafeico; (5) campferol 3-O-(feruloil/cafeoil)-soforósido-7-O-soforósido; 
(6)campferol 3,7-O-diglucósido; (7) isorametina 3,7-O-diglucósido; (8) ácido ferúlico; 
(9) ácido sinápico; (10) campferol 3-O-soforósido; (11) 1,2-disinapoilgentiobiose; (12) 
1,2´-disinapoil-2-feruloilgentiobiose; (13) campferol 3-O-glucósido; (14) isorametina 3-
O-glucósido (adaptado de Fernandes et al. 2007). 
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No que respeita aos ácidos orgânicos, as três partes de B. rapa var. rapa 
analisadas apresentaram composição idêntica do perfil de ácidos orgânicos, (entre 36 
a 52 g/Kg, material seco), com conteúdos superiores destes compostos nas 
inflorescências e folhas comparativamente com as raízes.  
 
Quando presente, o ácido chiquímico era o composto minoritário, representando 
entre 0,1% e 0,3% dos ácidos totais, com a excepção das folhas, nos quais o ácido 
aconítico era o composto presente em menor quantidade. 
 
Ao comparar o conteúdo em ácido málico nas 3 partes do nabo foram 
encontradas diferenças significativas para todas: as raízes exibiram um conteúdo 
superior (cerca de 81%), seguidas pelas folhas (cerca de 65%) e inflorescências com 
um conteúdo inferior (cerca de 44%). Assim o conteúdo em ácido málico pode ser útil 
para distinguir as várias partes do nabo. 
 
Adicionalmente, as inflorescências mostraram conter maior quantidade de ácido 
aconitíco (cerca de 14%), o que é significativamente superior ao valor encontrado para 
as raízes (cerca de 2%). O valor do par ácido cítrico e cetoglutárico foi 
significativamente inferior nas raízes. 
 
O ensaio DPPH na determinação da actividade antioxidante demonstrou que a 
raiz apresentava uma capacidade antioxidante reduzida enquanto as inflorescências, 
folhas e caules tinham um potencial antioxidante elevado. Esta diferença de potencial 
antioxidante das diversas partes comestíveis do nabo deve-se obviamente à sua 
composição química quer em fenóis quer em ácidos orgânicos. (Fernandes et al. 
2007). 
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2.4) Relação com os glucosinolatos 
 
 
A estreita relação entre as borboletas do género Pieris e as Brassicaceae, suas 
plantas hospedeiras, foram, pela primeira vez, relacionadas com a presença dos 
glucosinolatos por Verschaeffelt em 1910. Este autor descobriu que as larvas da Pieris 
brassicae podiam comer farinha, amido e até papel de filtro desde que estes 
substratos fossem regados com sumo resultante da expressão de espécies do género 
Bunias (Brassicaceae). Thorsteinson (1953, 1960, citado em Ehrlich e Raven 1964), 
mais tarde, mostrou que as larvas se alimentavam de outros tipos de folhas quando 
estas eram tratadas com sinigrina ou sinalbina, desde que as folhas não fossem muito 
duras nem tivessem outro tipo de repelentes. Desde essa altura que o papel 
fundamental dos glucosinolatos na selecção dos hospedeiros tem sido amplamente 
demonstrado (Renwick 2002). Enquanto, para os herbívoros generalistas, estes 
compostos constituem uma barreira química devido aos metabolitos resultantes da sua 
hidrólise, para as borboletas do género Pieris são um indicativo do local adequado 
para a oviposição e alimentação das larvas (van Loon e Schoonhoven 1999; Fahey et 
al. 2001; Nishida 2002). 
 
A oviposição das borboletas do género Pieris depende dos glucosinolatos 
presentes na superfície das folhas das Brassicaceae, os quais são reconhecidos pelo 
insecto adulto como locais adequados para a sua descendência se alimentar. As 
larvas recém-nascidas requerem glucosinolatos para iniciarem ou continuarem a 
alimentar-se (Mattiacci et al. 2001; Renwick 2002). As larvas e os insectos adultos 
possuem quimoreceptores que respondem especificamente a estes compostos (van 
Loon e Schoonhoven 1999). Ao escolher um local para a oviposição, a borboleta 
considera o cheiro, a composição química, a estrutura da folha e as características 
agrotécnicas da planta (Metspalu et al. 2003). 
 
A lagarta de Pieris brassicae somente reconhece sete glucosinolatos sendo que 
a sinigrina (alilglucosinolato) é um estimulante para a alimentação. Os adultos 
detectam a glucobarbarina [(S)-2-hidroxi-2-feniletilglucosinolato], a glucobrassina (3-
indolilmetilglucosinolato) e outros glucosinolatos como estimulantes de oviposição 
(Mőller et al. 2003). 
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A β-glucosidase presente no regurgitado da larva de P. brassicae provoca uma 
libertação de compostos voláteis resultantes da quebra dos glucosinolatos pelo que se 
crê que esta enzima facilite esta mesma quebra (Cardé e Millar 2004). 
 
No organismo do insecto especialista P. brassicae os glucosinolatos são 
sequestrados e armazenados separadamente das mirosinases. O primeiro estudo 
acerca do sequestro destes compostos nos insectos foi realizado em 1975 por Aplin et 
al. que comunicaram a aparente presença de sinigrina na crisálida da P. brassicae 
mas não na P. rapae. A reprodutibilidade deste estudo tem sido questionada, mas 
ainda não foi testada (Mőller et al. 2003). 
 
É de esperar que os herbívoros que sequestram compostos tóxicos sejam 
gregários e mais exuberantes em termos de coloração para mostrar a sua toxicidade. 
Pelo contrário os herbívoros não sequestradores deveriam ser solitários e mais 
discretos. As larvas da P. brassicae são brilhantemente coloridas, verde-amareladas 
com riscas pretas, e alimentam-se de forma gregária durante os três primeiros 
instares. As larvas de P. rapae são difíceis de detectar nas suas plantas hospedeiras e 
alimentam-se solitariamente. Pelo que foi referido seria de esperar que a P. brassicae 
sequestrasse os glucosinolatos. Os estudos de Mőller et al. (2000) vieram contrariar 
essa expectativa na medida em que as larvas e as fezes dos lepidópteros 
mencionados, alimentadas com Sinapsis alba, Brassica nigra e Barbarea stricta 
(Brassicaceae), não continham os glucosinolatos das plantas hospedeiras. Este facto 
poderá ser explicado pela hidrólise dos glucosinolatos pela mirosinase presente no 
tecido vegetal ingerido e/ou metabolizados pelo insecto (Mőller et al. 2003). 
 
À semelhança do que acontece com a P. xylostella, a P. brassicae possui dois 
neurónios sensíveis aos glucosinolatos: um que respondeu a sete glucosinolatos 
testados e outro que só respondeu a glucosinolatos aromáticos (van Loon et al. 2002). 
 
No entanto, a selecção dos hospedeiros não depende somente da presença de 
glucosinolatos. Alguns géneros de Brassicaceae, como Cheiranthus e Erysimum, 
apesar de possuírem glucosinolatos, não são aceites pela P. brassicae, o que leva a 
crer que outros compostos estarão na base da escolha (van Loon et al. 1999). 
  
 
 
 
______________________________________________________________________ 
___________________________________________________________________ 68 
Mestrado em Controlo de Qualidade – Especialização em Água e Alimentos 
2.5) Relação com os flavonóides 
 
 
Na literatura os dados relativos ao relacionamento da Pieris brassicae e os 
compostos fenólicos, especialmente com os flavonóides são poucos. Salienta-se o 
trabalho de referência de Ferreres et al. (2007) sobre o sequestro de compostos 
fenólicos por parte deste lepidóptero a partir das folhas de Brassicae oleracea L. var. 
costata DC e o estudo de Ferreres et al. (2009) sobre o sequestro destes compostos 
por parte da P. brassicae alimentada com folhas de Brassicae oleracea L. var. 
acephala.  
 
No primeiro trabalho, o extracto hidrometanólico da larva de Pieris brassicae 
mantida em jejum durante 1h, foi submetido a um screening por HPLC-DAD-MS e 
posteriormente comparado com os flavonóides da couve tronchuda hospedeira. 
Na P. brassicae foram identificados, ou tentou-se identificar, os compostos indicados 
na legenda da Figura 28. 
 
      
Figura 28. Perfil fenólico do extracto hidrometanólico da larva de Pieris brassicae 
obtido por HPLC-DAD. Detecção a 330 nm. Picos: (1) quercetina 3-O-soforósido-7-O-
glucósido; (2) campferol 3-O-soforósido-7-O-glucósido; (3) campferol 3-O-soforósido-
7-O-soforósido; (4) quercetina-3-O-(feruloil)-triglucósido-7-O-glucósido; (5) campferol 
3-O-(sinapoil)-triglucósido-7-O-glucósido; (6) campferol 3-O-(feruloil)-triglucósido-7-O-
glucósido; (7) campferol 3-O-(p-cumaroil)-triglucósido-7-O-glucósido; (8) campferol 3-
O-(metoxicafeoil)-soforósido-7-O-glucósido (presumivelmente); (9) campferol 3-O-
(cafeoil)-soforósido-7-O-glucósido (presumivelmente); (10) quercetina 3-O-(p-
cumaroil)-soforósido(presumivelmente); (11) campferol 3-O-(p-cumaroil)-triglucósido 
(presumivelmente); (12) campferol 3-O-(p-cumaroil)-soforósido(presumivelmente); (13) 
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campferol 3-O-(metoxicafeoil)- soforósido (presumivelmente); (14) quercetina 3-O-
soforósido; (15) campferol 3-O-soforósido; (16) campferol 3-O-(p-cumaroil)-soforósido 
(isómero); (17) campferol-3-O-(disinapoil)-triglucósido-7-O-glucósido; (18) campferol-3-
O-(feruloil/sinapoil)-triglucósido-7-O-glucósido; (19) quercetina-3-O-(feruloil)-
triglucósido e campferol-3-O-glucósido; (20) campferol 3-O-glucósido. 
 
 
 
 
 
Tabela 6. Composição fenólica das folhas externas de Brassicae oleracea L. var. 
costata DC (adaptado de Ferreres et al. 2007). 
 Composto % 
21 
+ 
Campferol 3-O-soforótriosido-7-O-glucósido 7.6 
22 Campferol 3-O-(metoxicafeoil/cafeoil)-soforósido-7-O-glucósido  
2 Campferol 3-O-soforósido-7-O-glucósido 22.9 
23 Campferol 3-O-soforótriosido-7-O-soforósido 1.4 
3 
+ 
Campferol 3-O-soforósido-7-O-soforósido 11.4 
24 Campferol 3-O-tetraglucósido-7-O-soforósido  
25 Campferol 3-O-(sinapoil/cafeoil)-soforósido-7-O-glucósido 17.1 
26 Campferol 3-O- (feruloil/cafeoil)-soforóside-7-O-glucósido 27.8 
27 
+ 
Campferol 3-O-soforótriosido 5.1 
28 Campferol 3-O-(sinapoil)-soforósido  
29 Campferol 3-O-(feruloil)-soforótriosido 0.4 
30 Campferol 3-O-(feruloil)-soforósido 1.1 
15 Campferol 3-O-soforósido 5.2 
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Tabela 7. Composição fenólica da larva de Pieris brassicae (adaptado de Ferreres et 
al. 2007). 
 Composto % 
1 Quercetina 3-O-soforósido-7-O-glucósido 8.7 
2 Campferol 3-O-soforósido-7-O-glucósido 10.0 
3 Campferol 3-O-soforósido-7-O-soforósido 6.6 
4 Quercetina 3-O-(feruloil)-triglucósido-7-O-glucósido  4.5 
5 Campferol 3-O-(sinapoil)-triglucóside-7-O-glucósido 5.0 
6 Campferol 3-O-(feruloil)-triglucósido-7-O-glucósido 5.6 
7 Campferol 3-O-(p-cumaroil)-triglucósido-7-O-glucósido 2.6 
8 Campferol 3-O-(metoxicafeoil)-soforósido-7-O-glucósido 0.5 
9 Campferol 3-O-(cafeoil)-soforósido-7-O-glucósido 1.8 
10 Quercetina 3-O-(p-cumaroil)-soforósido 3.4 
11 Campferol 3-O-(p-cumaroil)- triglucósido 3.3 
12 Campferol 3-O-(p-cumaroil)-soforósido 13.4 
13 
+ 
Campferol 3-O-(metoxicafeoil)-soforósido 9.2 
14 Quercetina 3-O-soforósido   
15 Campferol 3-O-soforósido 15.8 
16 Campferol 3-O-(p-cumaroil)-soforósido (isómero) 2.4 
17 Campferol 3-O-(disinapoil)-triglucósido-7-O-glucósido 2.1 
18 Campferol 3-O-(feruloil/sinapoil)-triglucósido-7-O-glucósido 1.3 
19 Quercetina 3-O-(feruloil)-triglucósido 1.9 
20 Campferol 3-O-glucósido 1.9 
 
 
Ao comparar este perfil com o da couve tronchuda (Tabelas 6 e 7), os únicos 
compostos em comum foram: campferol 3-O-soforósido-7-O-glucósido, campferol 3-O-
soforósido-7-O-soforósido e campferol 3-O-soforósido.  
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Apesar do padrão de glicosilação dos flavonóis ser o mesmo em ambos os 
extractos, observou-se que os 3-O-glicosilflavonóis representam mais de 50% do teor 
de compostos fenólicos no extracto larvar enquanto na planta só correspondem a 
12%. Esta diferença pode ser devida ao metabolismo dos flavonóis glicosilados nas 
posições 3 e 7 presentes na couve tronchuda ou a uma eficácia superior no sequestro 
dos 3-O-glicosilflavonóis pela lagarta.  
 
Entre os glicosídeos do campferol sem acilação o campferol-3-O-soforósido é o 
mais abundante, correspondente a 16% dos compostos fenólicos da larva, sendo que 
nas folhas da couve tronchuda só representam cerca de 5%. Estas diferenças 
possivelmente resultam do metabolismo do campferol-3-O-soforósido-7-O-glucósido e 
dos seus derivados acilados, que são os compostos mais abundantes das folhas 
externas da couve tronchuda.  
 
A lagarta também apresentou elevadas quantidades de derivados da quercetina 
(cerca de 18%) enquanto que na couve estes compostos estavam presentes em 
quantidades vestigiais sugerindo que estes flavonóides são sequestrados 
selectivamente pela P. brassicae ou que os glicosídeos de campferol são 
metabolizados a glicosídeos de quercetina pela larva.  
 
A presença de derivados do ácido p-cumárico, que não se encontram nem nas 
folhas internas nem nas folhas externas da couve tronchuda, podem ser explicadas 
pela desmetoxilação dos derivados do ácido sináptico e/ou ácido ferulíco durante o 
metabolismo da larva. 
 
A existência de dois derivados de flavonol metoxilados na P. brassicae pode ser 
resultante do metabolismo do campferol 3-O-(metoxicafeoil/cafeoil)-soforósido-7-O-
glucósido presente na couve tronchuda (Ferreres et al. 2007). 
 
No 2º estudo (Ferreres et al., 2009) foram utilizadas lagartas de 5º instar em 
jejum durante 12 horas, borboletas recém-eclodidas assim como os seus excrementos 
e exúvias, de forma a comparar o seu perfil fenólico qualitativo e quantitativo com o da 
B. oleracea var. acephala.  
 
Os excrementos foram a matriz mais rica em compostos fenólicos sendo que os 
principais coincidiram com os fenóis maioritários da couve-galega. O composto mais 
abundante foi o caempferol-3-O-soforósido, contrariamente à planta hospedeira onde 
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se encontra em quantidade reduzida. Este facto pode ser explicado pela 
desglicosilaçao em C-7 dos caempferol-3-O-soforósido-7-O-glucósidos, assim como 
pela deacilação e desglicosilação dos derivados acilados.  
 
 Os compostos 27, 30, 36 e 43 (Figura 29) foram detectados na lagarta enquanto 
que a borboleta não apresentou derivados flavonoídicos. O caempferol-3-O-soforósido 
(30) foi o composto maioritário, o que sugere que este composto é um dos produtos 
finais do metabolismo larvar (Ferreres et al, 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Perfil fenólico por HPLC/UV-DAD do extracto aquoso da lagarta de P. 
brassicae. Detecção a 330nm. Picos: (27) quercetina-3-O-soforósido, (30) caempferol-
3-O-soforósido, (36) caempferol-3-O-soforósido sulfato e (43) caempferol-3-O-
glucósido sulfato. 
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3.Actividade Antioxidante 
 
Quimicamente, qualquer composto que aceite electrões é um oxidante e 
qualquer substância que liberte electrões é um redutor. Uma reacção em que uma 
substância ganha electrões é uma redução e quando a substância perde electrões é 
uma oxidação. Então, quando um oxidante aceita electrões, provoca a oxidação de 
outras substâncias (Kohen e Nyska, 2002). Um antioxidante pode ser definido como 
“qualquer substância que, quando presente em baixas concentrações comparando 
com o substrato oxidável, atrasa significativamente ou impede a oxidação desse 
substrato” (Seabra et al, 2006). 
             
Um antioxidante (ou agente redutor) é assim um composto capaz de prevenir o 
processo de pró-oxidação e o dano biológico oxidativo, ou seja, capaz de prevenir a 
interacção entre as espécies reactivas e os alvos biológicos. Um desequilíbrio entre a 
produção de espécies reactivas e a defesa antioxidante, com um aumento da 
capacidade pró-oxidante face à capacidade antioxidante, provoca o chamado stress 
oxidativo e, por consequência, o dano oxidativo.  
 
Está claramente demonstrado que os chamados radicais livres estão envolvidos 
num conjunto de fenómenos biológicos variados, nomeadamente mutação, 
carcinogénese, inflamação, doenças degenerativas, desenvolvimento e 
envelhecimento. As espécies oxidantes responsáveis por este fenómeno podem ser 
não radicalares, como o peróxido de hidrogénio, o oxigénio singleto e o peroxinitrito, 
mas são as radicalares as mais lesivas: radical anião superóxido, óxido nítrico e 
radical hidroxilo (Tabela 8).  
 
As espécies reactivas de oxigénio (ROS) têm um duplo papel podendo ter efeitos 
nocivos, mas também efeitos benéficos para o organismo (Toyokumi, 1999; Kohen e 
Nyska, 2002; Seabra et al, 2006). As ROS são moléculas pró-oxidantes que podem 
causar lesões em diversos alvos biológicos como lípidos, DNA e proteínas e nos 
sistemas de defesa das células (enzimas e antioxidantes) (Kohen e Niska, 2002). 
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Tabela 8. Espécies reactivas de oxigénio (ROS). Adaptado de Kohen e Niska, 2002. 
 
 
 
A maior parte das ROS são moléculas com tempo de vida curto, que reagem 
rapidamente com outras moléculas. Visto que estas moléculas são constantemente 
produzidas pela célula para exercer o seu efeito, os antioxidantes devem estar 
presentes nos locais onde os radicais são produzidos, no sentido de poderem competir 
com estes pelo substrato biológico (Kohen e Niska, 2002). 
 
Assim, se as espécies reactivas estão envolvidas na origem de uma patologia, o 
tratamento com antioxidantes poderá atrasar ou prevenir o seu despoletar. Porém, 
uma terapia antioxidante deve ser cuidadosamente estudada de modo a evitar 
conduzir a célula a uma situação de stress redutivo (Kohen e Niska, 2002; Halliwel e 
Whitman, 2004). 
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3.1) Fontes de espécies reactivas de oxigénio (ROS) 
 
Os sistemas vivos estão expostos a uma variedade de ROS tanto de fontes 
endógenas como exógenas (Figura 30). 
 
Figura 30. Fontes exógenas e endógenas de ROS. Adaptado de Kohen e Niska, 2002. 
 
 
As fontes exógenas incluem a própria molécula de oxigénio (O2) e o ozono (O3) 
que, embora não sendo um radical, é um potente agente oxidante. Uma das maiores 
fontes exógenas de ROS é a exposição a radiações ionizantes e não-ionizantes. A 
exposição da célula às radiações γ provoca a ionização da água intracelular, com 
libertação de espécies reactivas, assim como a exposição à radiação UV não ionizante 
pode indirectamente produzir uma variedade de ROS. Os poluentes existentes no ar, 
provenientes do fumo do cigarro ou da poluição atmosférica, podem exercer os seus 
efeitos deletérios como fontes de ROS, quer por acção directa na pele, quer por 
inalação. Dentro das fontes exógenas são também importantes os fármacos, uma 
grande variedade de xenobióticos (toxinas, pesticidas, herbicidas e outros químicos), 
as infecções microbianas e os alimentos. 
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Contudo, a exposição a ROS de origem endógena, provenientes do próprio 
metabolismo, é muito mais importante e extensiva. A mitocôndria é a principal fonte de 
ROS na redução do oxigénio a água para a produção de ATP, seguida das reacções 
de destoxificação que envolvem o sistema enzimático do citocromo P-450, de diversas 
enzimas, dos glóbulos brancos (nomeadamente neutrófilos) e de numerosas 
patologias, como por exemplo doenças cardiovasculares, inflamatórias, 
neurodegenerativas, carcinogénicas, etc (Kohen e Niska, 2002; Seabra et al, 2006). 
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3.2) Dano oxidativo 
 
 
Os alvos biológicos mais sensíveis ao dano oxidativo são as proteínas (incluindo 
enzimas), os lípidos e o DNA (Figura 31). 
 
 
 
 
Figura 31. Dano oxidativo induzido por ROS. Adaptado de Kohen e Niska (2002) 
 
 
Nas proteínas, as interacções com as ROS podem provocar peroxidação, 
alteração na estrutura terciária, degradação, alteração da funcionalidade, perda da 
actividade enzimática, entre outras.  
 
A peroxidação lipídica ataca sobretudo os lípidos membranares devido ao seu 
elevado teor em ácidos gordos insaturados e habitualmente propaga-se através de um 
conjunto de reacções em cadeia.  
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Ao nível da molécula de DNA podem ocorrer vários danos: modificação de 
bases, perda de purinas, alteração da molécula do açúcar, quebra da dupla cadeia ou 
dano no sistema reparador do DNA. Por exemplo, a exposição do DNA a radicais 
hidroxilo, que são altamente reactivos, dá origem a diversos produtos oxidativos. Uma 
das alterações mais comuns consiste na oxidação do C-8 da guanina, formando a 8-
hidroxi-2´-desoxiguanosina (8-OHdG), que resulta numa lesão mutagénica de 
transversão G – T (Kohen e Niska, 2002; Mayne, 2003). 
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3.3) Efeitos benéficos das ROS 
 
 
Apesar dos efeitos nocivos já referidos, o fenómeno do stress oxidativo é 
essencial para a existência e desenvolvimento da célula, pois cria condições para 
numerosos processos bioquímicos. 
 
As ROS têm um papel fundamental na activação de genes, no crescimento 
celular, na produção de energia e na modulação de reacções químicas; são os 
principais agentes de defesa libertados pelos neutrófilos (fagócitos) contra vírus e 
bactérias, sendo também responsáveis pela dilatação dos vasos sanguíneos (como é 
exemplo o NO•) (Kohen e Niska, 2002; Gomes et al, 2005). 
 
Alguns fármacos, como por exemplo a bleomicina e a adreamicina (anti-
cancerígeneos), possuem um mecanismo de acção mediado pela produção de ROS e 
a nitroglicerina exerce o seu efeito como dadora de NO (Kohen e Niska, 2002). 
 
 Além disso, as ROS participam no controlo da pressão arterial, são importantes 
mediadores na biosíntese de outras moléculas como as prostaglandinas, 
desempenham funções no desenvolvimento embrionário e funcionam com moléculas 
sinalizadoras de vários processos, incluindo o metabolismo de xenobióticos (Kohen e 
Niska, 2002; Gomes et al, 2005). 
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3.4) Caracterização química e reactividade de algumas ROS 
 
 
O radical superóxido (O2
•‾) é formado por adição de um electrão à molécula de 
Oxigénio. O ião superóxido forma-se no citoplasma por acção das enzimas xantina 
oxidase e aldeído oxidase, ou durante a auto-oxidação das catecolaminas, na 
membrana citoplasmática por acção da enzima NADPH oxidase e na cadeia 
respiratória mitocondrial por redução monoeléctrica do dioxigénio pela ubiquinona, 
para além de ser um dos produtos da radiólise da água em meio oxigenado. 
O óxido nítrico é sintetizado a partir da L-arginina por acção do óxido nítrico sintetase 
(NOS), em células endoteliais, neuronais, macrófagos, neutrófilos e hepatócitos. 
 
O superóxido e o óxido nítrico podem reagir entre si, quando produzidos 
simultaneamente em células endoteliais, macrófagos e neutrófilos, dando origem à 
formação do anião peroxinitrito, espécie altamente oxidante, que pode reagir com 
proteínas, lípidos e ADN. 
 
O radical hidroxilo é uma espécie de duração de vida extremamente curta mas 
possui elevada reactividade e potencial lesivo. A formação in vivo por via química 
deve-se maioritariamente à redução do peróxido de hidrogénio por um metal de 
transição, através da reacção de Fenton, em que o peróxido de hidrogénio reage com 
a forma reduzida do metal dando origem ao radical hidroxilo, a um ião hidróxido e à 
forma oxidada do metal. O radical anião superóxido pode desempenhar o papel do 
metal redutor, através da reacção Haber-Weiss, na qual o peróxido de hidrogénio é 
reduzido pelo superóxido a radical hidroxilo, ião hidróxido e dioxigénio. O ião hidroxilo 
também pode ser formado pelo efeito da radiação ionizante na água. 
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 3.5) Mecanismos celulares de defesa contra o stress oxidativo 
 
 
Os antioxidantes actuam de várias formas para proteger os organismos (Figura 
32): 
• O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua formação, 
principalmente pela inibição das reacções em cadeia com o ferro e o cobre.  
• Os antioxidantes são capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo 
metabolismo celular ou por fontes exógenas, impedindo o ataque sobre os lipídos, os 
aminoácidos das proteínas, a dupla ligação dos ácidos gordos poliinsaturados e as 
bases do DNA, evitando a formação de lesões e perda da integridade celular. Os 
antioxidantes obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavonóides e 
carotenóides são extremamente importantes na intercepção dos radicais livres.  
• Outro mecanismo de protecção é o reparo das lesões causadas pelos radicais. Esse 
processo está relacionado com a remoção de danos da molécula de ADN e a 
reconstituição das membranas celulares danificadas.  
• Em algumas situações pode ocorrer uma adaptação do organismo em resposta à 
geração desses radicais com o aumento da síntese de enzimas antioxidantes (Bianchi 
e Antunes, 1999). 
O sistema de defesa antioxidante divide-se em dois grupos: as enzimas 
antioxidantes e os antioxidantes de baixo peso molecular, que incluem a glutationa. 
Entre as enzimas antioxidantes mais importantes destacam-se a superóxido 
dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e a glutationa redutase. A enzima 
superóxido dismutase converte radicais superóxido em peróxido de hidrogénio e 
oxigénio. A catalase e a glutationa peroxidase catalizam a eliminação do peróxido de 
hidrogénio. A glutationa redutase regenera a glutationa oxidada à forma reduzida 
(Kohen e Niska, 2002). 
 
Os antioxidantes de baixo peso molecular podem exercer a sua acção 
directamente, capturando os radicais de oxigénio e evitando que estes exerçam os 
seus efeitos nefastos, e são habitualmente designados por scavengers. 
 
A glutationa reduzida (GSH) representa a defesa antioxidante não enzimática 
mais importante que o organismo produz. Existe nas células em elevadas quantidades 
(na ordem dos milimolar) e actua na destoxificação de peróxidos e na regeneração de 
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outros importantes antioxidantes fisiológicos, como por exemplo o α-tocoferol e o ácido 
ascórbico, para as suas formas reduzidas (Kohen e Niska, 2002; Tarpey et al, 2004). 
 
 
Figura 32. Mecanismos antioxidantes de defesa celular. Adaptado de Kohen e Niska 
(2002). 
 
 
Como os scavengers são pequenas moléculas, têm a capacidade de atravessar 
as membranas celulares, podendo exercer a sua acção protectora junto do alvo 
biológico. Além disso, possuem uma ampla acção contra uma grande variedade de 
ROS e podem ser regenerados pela própria célula que possui também a capacidade 
para regular a sua concentração. No entanto, a maior parte dos antioxidantes são 
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provenientes da dieta, como por exemplo: o ácido ascórbico, tocoferóis, polifenóis e 
carotenóides (Kohen e Niska, 2002; Mayne, 2003). 
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3.6) Ácidos orgânicos como antioxidantes 
 
 
Alguns ácidos orgânicos são antioxidantes eficazes. O ácido ascórbico é um dos 
antioxidantes hidrossolúveis mais amplamente distribuídos no mundo vegetal mas não 
é sintetizado pelos humanos que têm de o obter através da dieta alimentar.  
 
O ácido ascórbico é oxidado a ácido desidroascórbico (Figura 33), que é 
reduzido pela glutationa regenerando o ácido ascórbico, mantendo um potencial redox 
favorável à protecção face ao dano causado por radicais livres. 
 
 
 
Figura 33. Oxidação do ácido ascórbico. Adaptado de Seabra et al, 2006. 
 
 
O ácido ascórbico pode actuar de forma directa, neutralizando/capturando uma 
série de espécies reactivas de oxigénio e de nitrogénio como: radicais hidroxilo, 
alcoxilo, peroxilo e superóxido; ozono, singleto de oxigénio e peroxinitrito. Para além 
desta acção directa nas espécies oxidantes o ácido ascórbico amplifica a acção de 
outros antioxidantes pois pode regenerar o α-tocoferoxilo, urato e o catião β-caroteno 
das espécies radicais. Assim é possível falar de sinergismo entre antioxidantes. 
Ultimamente tem sido discutida a capacidade do ácido ascórbico de reduzir 
catalíticamente iões metálicos in vitro e contribuir para o dano oxidativo pela produção 
de radicais hidroxilo e alcoxilo. No entanto isto não quer dizer que in vivo funcione 
como pró-oxidante e ainda há várias controvérsias à volta deste assunto (Seabra et al, 
2006). 
 
Há outros ácidos orgânicos que também são antioxidantes. O ácido oxálico tem 
uma forte capacidade de quelatar catiões multivalentes. Outros ácidos carboxílicos 
como o ácido tartárico, málico, cítrico, succínico e hidroxiglutárico comportam-se como 
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antioxidantes porque também têm a capacidade de quelatar metais (Seabra et al, 
2006). 
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3.7) Compostos fenólicos como antioxidantes 
 
 
Nos últimos anos as propriedades antioxidantes dos flavonóides têm despertado 
a atenção científica e têm sido realizados muitos estudos. Há uma relação directa 
entre a actividade antioxidante e o conteúdo fenólico total em vegetais e frutos (Seabra 
et al, 2006). 
 
O mecanismo de acção antioxidante mais importante de compostos fenólicos 
baseia-se na capacidade para interceptar radicais livres (Figura 34). Esta capacidade 
advém da facilidade em doar o átomo de hidrogénio do grupo hidroxilo fenólico, 
gerando um radical fenoxilo que é posteriormente estabilizado pelo deslocamento do 
electrão desemparelhado. 
 
 
 
Figura 34. Sequestro de radicais livres por fenóis. Adaptado de Seabra et al, 2006. 
 
Os flavonóides também podem complexar o ferro e outros metais suprimindo 
alguns dos catalisadores da oxidação da vitamina C e dos lípidos (Bruneton, 1999; 
Ross e Kasum, 2002; Seabra et al, 2006). A possibilidade de ligação a proteínas 
confere-lhes a capacidade de inibir algumas enzimas envolvidas na formação de 
radicais como as isoformas do citocromo P450, lipooxigenases, ciclooxigenases e 
xantina oxidase. Adicionalmente, os efeitos sinergéticos dos flavonóides com outros 
antioxidantes como o ácido ascórbico, o β-caroteno e o α-tocoferol e a regulação dos 
níveis intracelulares de glutationa têm sido descritos (Bruneton, 1999; Ross e Kasum, 
2002, Seabra et al, 2006). 
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Os ácidos cinâmico e benzóico constituem cerca de um terço dos compostos 
fenólicos na nossa dieta. A actividade antioxidante dos ácidos fenólicos está 
relacionada com o número e a posição dos grupos hidroxilo na molécula. Os estudos 
realizados permitem estabelecer algumas relações de estrutura/actividade acerca da 
acção antioxidante dos flavonóides: 
 
- Os compostos com um grupo hidroxilo são menos eficientes do que os 
polifenóis; 
 
- Moléculas com hidroxilos em orto apresentam maior actividade. A metoxilação 
de grupos hidroxilo de moléculas com grupo catecol aumenta a capacidade 
antioxidante dessas moléculas; 
 
           - A ligação dupla, existente na cadeia lateral dos derivados do ácido cinâmico, 
contribui para a estabilização do radical fenoxilo por ressonância e por isso estes têm 
maior actividade do que os ácidos benzóicos correspondentes (Seabra et al, 2006). 
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II. Objectivos 
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No âmbito da estreita interacção entre a espécie hospedeira, Brassica rapa var 
rapa, e o insecto que dela depende, a borboleta Pieris brassicae, pretendeu-se com 
este trabalho: 
 
• Determinar o perfil qualitativo e quantitativo de compostos fenólicos das folhas 
de Brassica rapa var. rapa, da borboleta Pieris brassicae no seu estado adulto 
e larvar e dos seus excrementos; 
 
• Determinar o perfil qualitativo e quantitativo de ácidos orgânicos das folhas de 
Brassica rapa var. rapa, da borboleta Pieris brassicae no seu estado adulto e 
larvar e dos seus excrementos; 
 
• Estabelecer correlações entre os compostos fenólicos e os ácidos orgânicos 
das folhas de Brassica rapa var. rapa com a ingestão, metabolismo e 
acumulação por parte da  Pieris brassicae nos vários estádios do seu ciclo de 
vida; 
 
• Avaliar a acção antioxidante das várias matrizes face aos radicais DPPH e 
superóxido e óxido nítrico; 
 
• Estabelecer correlações entre a actividade antioxidante e a composição 
química das várias matrizes. 
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III. Materiais e Métodos 
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4.1) Reagentes 
 
 
O metanol, hidróxido de sódio, ácido clorídrico e o ácido acético, DPPH, β-
nicotinamida adenina dinucleótido (NADH), fenazina metossulafato (PMS), azul de 
nitrotetrazólio (NBT), cloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina e o ácido fosfórico  foram 
adquiridos à Merck ® (Darmstadt, Alemanha). 
A água usada nas fases móveis foi tratada num sistema de purificação Milli-Q 
(Millipore, Bedford, Massachusetts). 
O caempferol-3-O-rutinósido, isoramnetina 3-O-glucósido e os ácidos aconítico, 
cítrico, pirúvico, ferúlico e sinápico são da Extrasynthése (Genay, França). 
Os ácidos málico, chiquímico, fumárico, caféico, p-cumárico e a sulfanilamida 
foram adquiridos à Sigma (St.Louis, MO, USA). 
O nitroprussiato de sódio dihidratado era da Riedel-de Haen (St. Louis, MO, 
USA). 
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4.2) Amostras 
 
As lagartas selvagens de Pieris brassicae foram capturadas em Bragança e 
mantidas em laboratório para completar o seu ciclo de vida e para realizarem a 
oviposição nas folhas do nabo (Brassica rapa var. rapa). Novas larvas desenvolveram-
se tendo como planta hospedeira somente esta espécie vegetal. Quando atingiram o 
quarto instar as larvas e os seus excrementos foram recolhidos para análise. Parte das 
larvas foram capturadas e deixadas 12h em jejum. As restantes desenvolveram-se até 
ao estádio de borboleta e 24h após a eclosão (em jejum) foram capturadas assim 
como as suas exúvias. As amostras de Pieris brassicae (larvas, excrementos, exúvias 
e borboletas) e da Brassica rapa var. rapa foram colhidas, congeladas, liofilizadas e 
mantidas em exsicador até análise. 
  
  
Figura 35. Parte das amostras de Pieris brassicae recolhidas para análise após 
liofilização. (A) Borboleta, (B) Lagarta no 4º instar, (C) Exúvias, (D) Excrementos. 
 
C D 
B A 
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Figura 35 (continuação). (E) Parte da amostra de B.rapa var. rapa recolhida para 
análise. (F) Parte de todas as amostras recolhidas para análise após liofilização. 
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4.3. Caracterização Química 
 
4.3.1. Identificação dos compostos fenólicos por HPLC/UV-DAD/ESI-MSn 
 
 
Processo extractivo 
 
Para a identificação dos compostos fenólicos presentes nas amostras de 
Brassica rapa e nas larvas, excrementos, exúvias e borboletas de Pieris brassicae, o 
material liofilizado (ca. 0,2g) foi agitado vigorosamente com 1,5mL de mistura 
metanol:água (1:1), ultrasonicado (1h), centrifugado (12000 rpm, 5 min) e filtrado 
através de membrana  porosa de  0,45µm. 
 
 Hidrólise alcalina 
 
A hidrólise alcalina foi efectuada através da adição de 1 mL de NaOH 2N a 1mL 
do extracto fenólico hidroalcoólico anteriormente descrito. Esta mistura foi mantida 
durante 16h à temperatura ambiente em tubo de ensaio fechado numa atmosfera de 
azoto. Os produtos resultantes da hidrólise alcalina foram depois acidificados com 
HCL (pH 1-2) e analisados directamente por HPLC/UV-DAD/ESI-MSn. 
 
Análise Cromatográfica HPLC/UV-DAD/ ESI-MSn 
 
As análises cromatográficas foram realizadas num cromatógrafo HPLC Agilent série 
1100 equipado com um detector UV matriz de díodos e um detector de massa 
acoplados (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha). 
Utilizou-se uma coluna LiChroCART (250x4 mm, RP-18, tamanho de partícula:5 
µm, fase estacionária LiChrospher 100, Merck, Darmstadt, Alemanha) protegida por 
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uma pré-coluna LiChroCART (4x4 mm, RP-18, tamanho de partícula:5 µm). A fase 
móvel consistiu numa mistura de dois solventes: água/ácido acético (1%) (A) e 
metanol (B). Para estudar tanto os flavonóides glicosídicos livres como os seus 
derivados acilados, foi estabelecido um gradiente linear (Tabela 9), com um fluxo de 
1mL/min e um volume de injecção variável entre 20 µl e 70 µl, consoante o composto 
e o extracto testado.   
 
Tabela 9. Gradiente de eluição utilizado para análise de compostos fenólicos por 
HPLC/DAD. 
Tempo (minutos) % B 
0 15 
30 40 
35 60 
37 80 
40 80 
 
Os espectros de todos os picos foram registados na amplitude 240-400nm, e os 
cromatogramas registados a 330nm para derivados acilados e glicosilados. As 
análises foram realizadas num sistema Agilent HPLC 1100 equipado com um detector 
de matriz de díodos e um detector de massa associados (Agilent Technologies, 
Waldbronn, Alemanha). O aparelho de HPLC foi constituído por uma bomba binária 
(modelo G1312A), um injector automático (modelo G1313A), um desgaseificador 
(modelo G1322A) e um detector matriz de díodos (modelo G1215B). O sistema foi 
controlado por Software ChemStation (Agilent, v. 08.03). O detector utilizado foi um 
espectómetro de captura iónica (modelo G2445A) equipado com uma interface de 
ionização em “electrospray” controlada por software LCMSD (Agilent, v. 4.1.). As 
condições de ionização foram ajustadas para 350 ºC e 4 kV. A pressão de nebulização 
e a taxa de fluxo de nitrogénio foram de 65.0 psi e 11 L min-1, respectivamente. O scan 
de massa abrangeu a gama de m/z 100 a m/z 2000. Os ensaios de fragmentação 
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induzida por colisão foram efectuados no captador iónico utilizando o hélio como gás 
de colisão, com ciclos de voltagem de 0.3 a 2V. Os dados da espectrometria de massa 
foram obtidos no modo de ionização negativo e automático no fragmento de ião mais 
abundante.  
 
 
4.3.2. Quantificação de compostos fenólicos por HPLC-DAD  
 
Na análise dos compostos fenólicos, 200 mg de extracto liofilizado foram 
redissolvidos em 1 mL de água para HPLC. 20 µL desse extracto redissolvido foram 
analisados por HPLC (Gilson), equipado com duas bombas 321, injector Rheodyne 
(modelo 7125), provido de um loop de 20 µL, acoplado a um detector de matriz de 
díodos, utilizando uma coluna Spherisorb ODS2 (25,0 x 0,46 cm; diâmetro de partícula 
5 µm, Waters, Milford) e um fluxo de 1 mL/min. 
A detecção foi realizada por um detector de matriz de díodos Gilson. Os 
compostos foram identificados por comparação dos tempos de retenção e espectros 
de UV-Vis registados a 200-400 nm com os de substâncias de referência. Os 
cromatogramas obtidos foram analisados no comprimento de onda de 330 nm. Os 
dados foram processados através do software Unipoint Software System (Gilson 
Medical Electronics, Villiers le Bel, França). A absorvância registada nos 
cromatogramas, relativamente a padrões externos, permitiu a quantificação dos 
compostos fenólicos. Uma vez que alguns dos padrões dos compostos identificados 
nas amostras não estão disponíveis comercialmente os compostos foram identificados 
como caempferol 3-O-rutinósido. 
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4.3.3. Análise Qualitativa e Quantitativa dos Ácidos Orgânicos por HPLC-UV 
 
Na análise dos ácidos orgânicos os extractos liofilizados foram redissolvidos em 
ácido sulfúrico 0,01 N. A separação dos ácidos orgânicos foi efectuada num sistema 
de HPLC (Gilson) acoplado a um detector de UV, com uma coluna de exclusão iónica 
Nucleogel ® Ion 300 AO (300x7,7 mm), em conjugação com um forno de coluna a 
30ºC. A eluição isocrática foi realizada utilizando ácido sulfúrico 0,01 N, com um fluxo 
de 0,2 mL/min. O volume de injecção foi de 20 µl. 
A quantificação destes compostos foi obtida por comparação da absorvância 
registada a 214 nm nos cromatogramas, relativamente a padrões externos. 
 
 
 4.3.4. Actividade Antioxidante 
 
4.3.4.1. DPPH 
 
O DPPH•  (1,1-difenil-2-picril-hirazilo) (Figura 36) é um radical livre estável, que 
se torna numa espécie não radicalar difícilmente oxidável quando aceita um electrão 
ou um átomo de hidrogénio. O consumo de DPPH• é, portanto, um índice para estimar 
a capacidade antioxidante na captura de radicais livres presentes no meio. No ensaio 
espectrofotométrico, a absorbância a 515 nm diminui como um resultado de uma 
alteração na coloração violeta característica para amarelo, uma vez que o radical é 
capturado por antioxidantes presentes na amostra através da doação de um átomo de 
H para formar a molécula estável DPPH-H (Espín et al., 2000). 
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             Figura 36. Estrutura química do radical DPPH• 
 
Para cada amostra foi preparada, numa placa de 96 poços, uma série de 
diluições, tendo-se efectuado três ensaios, em triplicado. A mistura reaccional em cada 
poço continha 200 µL de solução de DPPH 150µM dissolvido em metanol e 25 µL de 
amostra dissolvida em água. Para cada ensaio foi efectuado um controlo no qual a 
amostra foi substituída por água.  
 
As placas foram incubadas à temperatura ambiente e, 20 min após a adição da 
solução de DPPH  as absorvências foram lidas a 515 nm num leitor de placas 
Multiskan Ascent (Thermo Lab Systems). Os resultados foram expressos em 
percentagem de intercepção do DPPHrelativamente ao controlo. 
 
 
4.3.4.2. Radical Superóxido 
 
O efeito dos extractos liofilizados na redução do NBT, induzida pelo radical 
superóxido, foi monitorizado espectrofotometricamente num leitor de placas Multiskan 
Ascent (Thermo Electron Corporation) no modo cinético, a 562 nm. 
O radical superóxido foi gerado pelo sistema NADH/PMS. Todos os 
componentes foram dissolvidos em tampão fosfato (19 mM, pH 7.4). Para cada 
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extracto, cinco concentrações diferentes foram testadas. Três ensaios foram 
realizados em triplicado. 
 
4.3.4.3. Óxido nítrico 
 
A actividade anti-radicalar foi determinada utilizando um leitor de placas ELX808 
IU Ultra Microplate Reader (Bio-Tek Instruments, Inc), de acordo com o procedimento 
modificado descrito por Sousa et al., 2008. 
Incubou-se 100µl de nitroprussiato de sódio 20 mM com 100µl de amostra (cinco 
concentrações diferentes) durante 60 minutos e a temperatura ambiente sob luz. 
Todas as soluções foram preparadas em tampão fosfato 0,1 M (pH 7.4). Após 
incubação, 100µl de reagente de Griess (1% de sulfanilamida e 0.1% de 
naftiletilenodiamina em ácido fosfórico a 2%) foram adicionados a cada poço. A 
mistura foi incubada à temperatura ambiente durante 10 minutos. A absorvância do 
cromóforo formado durante a diazotização do nitrito com a sulfanilamida e 
subsequente emparelhamento com a naftiletilenodiamina foi lida a 562nm. 
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IV. Resultados e Discussão 
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5.1) Identificação dos compostos fenólicos 
 
5.1.1. Brassica rapa var. rapa- folhas 
 
A análise por HPLC-DAD-MS do extracto hidrometanólico das folhas de B. rapa 
var. rapa (Ferreres et al., 2008) revelou a presença de vários flavonóides, a maioria 
dos quais acilados com ácidos hidroxicinâmicos. De forma a realizar a sua 
identificação procedeu-se à saponificação do extracto, com posterior análise dos 
derivados desacilados. Posteriormente procedeu-se à análise dos compostos nativos. 
 
Extracto hidrometanólico saponificado 
 
O estudo por HPLC-DAD-MS do extracto saponificado das folhas de B. rapa var. 
rapa evidenciou a presença de vários derivados do caempferol, quercetina e 
isoramnetina (Figura 37A). O seu espectro UV mostra uma substituição nas posições 
3 e/ou 7 (Tabela 10) (Romani et al., 2006). Os compostos 1-3 apresentam a 
fragmentação característica dos flavonóides que apresentam uma hexose na posição 
7 e um di- ou trihexose na posição 3 (Ferreres et al., 2004). No seu espectro MS2 [M-
H]- , foi possível observar que o ião Y70
- , que constitui o pico base ([M-H-162]-, perda 
de um açúcar na posição 7),  foi praticamente o único ião presente. O estudo por MS3 
[(M-H)→Y70]
- revelou os iões resultantes da fragmentação do glicósido na posição 3 
(Figura 38), cuja abundância relativa se relaciona com uma ligação interglicosídica 
1→2 (Ferreres et al., 2004). Habitualmente para este tipo de composto o pico base em 
MS3 corresponde à aglícona. A presença do ião em m/z 429, como pico base para o 
composto 3, pode originar algumas dúvidas se se trata de um O-diglicósido ou um di-
O-glicósido. No entanto, a sua proveniência da perda de 180u (-162-18) indica que se 
trata de um O-diglicósido (Cuyckens et al., 2000; Cavaliere et al., 2005). Assim sendo, 
estes compostos foram caracterizados presumivelmente como (1) quercetina-3-O-
soforósido-7-O-glucósido; (2) caempferol-3-O-soforotriósido-7-O-glucósido e (3) 
caempferol-3-O-soforósido-7-O-glucósido. 
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Figura 37. Perfil fenólico de folhas de Brassica rapa var. rapa obtido por HPLC-DAD. 
(A) Extracto hidrometanólico saponificado; (B) Extracto hidrometanólico nativo. 
Detecção a 330 nm. Picos: (1) quercetina-3-O-soforósido-7-O-glucósido; (2) 
caempferol-3-O-soforotriósido-7-O-glucósido; (3) caempferol-3-O-soforósido-7-O-
glucósido; (4) quercetina-3,7-di-O-glucósido; (5) ácido p-cumárico; (6) caempferol-3,7-
di-O-glucósido; (7) isoramnetina-3,7-di-O-glucósido; (8) ácido ferúlico; (9) ácido 
sinápico; (10) caempferol-3-O-soforósido; (11) caempferol-7-O-glucósido; (12) 
caempferol-3-O-glucósido; (13) isoramnetina-3-O-glucósido; (14) quercetina-3-O-
(metoxicafeoil)soforósido-7-O-glucósido; (15) quercetina-3-O-(cafeoil)soforósido-7-O-
glucósido; (16) caempferol-3-O-(metoxicafeoil)soforósido-7-O-glucósido; (17) 
caempferol-3-O-(cafeoil)soforósido-7-O-glucósido; (18) quercetina-3-O-
(sinapoil)soforósido-7-O-glucósido; (19) quercetina-3-O-(feruloil)soforósido-7-O-
glucósido; (20) quercetina-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-glucósido; (21) caempferol-
3-O-(sinapoil)soforósido-7-O-glucósido; (22) caempferol-3-O-(feruloil)soforósido-7-O-
glucósido; (23) caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-glucósido; (24) quercetina-
3-O-(cafeoil)soforósido-7-O-glucósido (isómero); (25) caempferol-3-O-
(feruloil)soforósido-7-O-glucósido (isómero); (26) caempferol-3-O-
(metoxicafeoil)soforósido; (27) caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-glucósido 
(isómero); (28) caempferol-3-O-(cafeoil)soforósido; (29) caempferol-3-O-
(sinapoil)soforósido; (30) caempferol-3-O-(feruloil)soforósido; (31) caempferol-3-O-(p-
cumaroil)soforósido (Ferreres et al., 2008). 
 
 
A fragmentação por MS dos compostos 4, 6 e 7, nos quais se verificou que o ião 
[M-H-162]- era o pico base indica uma di-O-glicosilação. Pelo contrário, para o 
composto 10, observou-se que o ião Z31
- ([(M-H)-180]-) e o pico base pertenciam à 
aglícona, indicando a sua natureza O-diglicosídica. Assim foram identificados como (4) 
quercetina-3,7-di-O-glucósido; (6) caempferol-3,7-di-O-glucósido e (10) caempferol-3-
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O-soforósido. Outros compostos detectados (11-13) são monoglicósidos: (11) 
caempferol-7-O-glucósido; (12) caempferol-3-O-glucósido; (13) isoramnetina-3-O-
glucósido. 
 
Para além dos flavonóides o ácido p-cumárico (5) (R1 18.5 min; UV, 290sh e 
310 nm; MS [M-H]-: 163, MS2 [M-H]-:119), o ácido ferúlico (8) (R1 21.0 min; UV, 295sh 
e 325 nm; MS [M-H]-: 193, MS2 [M-H]-:178, 149, 134) e o ácido sinápico (9) (R1 22.2 
min; UV, 325 nm; MS [M-H]-: 223, MS2 [M-H]-:208, 179, 164 e 149) foram também 
identificados. 
 
Estes flavonóides glicosilados são comuns nas espécies de Brassica, quer na 
forma livre, quer como derivados acilados. O composto fenólico mais abundante, 
caempferol-3-O-soforósido-7-O-glucósido (3) é o mais frequente no género, estando 
presente na couve-flor (B. oleracea L. var. botrytis) (Llorach et al., 2003), brócolos (B. 
oleracea L. var. italica) (Vallejo et al., 2004), couve tronchuda (B. oleracea L. var. 
costata DC) (Ferreres et al., 2005, 2006, 2007) e pak choi (B. rapa L. ssp. chinensis L.) 
(Hanelt.) (Rochfort et al., 2006). Por outro lado, os flavonóis-3,7-di-O-glucósidos são 
característicos da B. rapa. Em particular, o composto 7 (isoramnetina-3,7-di-O-
glucósido foi encontrado na forma livre no néctar das subespécies pekinensis (Sasaki 
et al 2002) e chinensis (Rochfort et al 2006) e também nas inflorescências da 
subespécie sylvestris (Romani et al 2006). 
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Figura 38. Fragmentação do flavonol-3-soforósido-7-O-glucósido. Compostos: 1 
(R3:OH) e 3 (R3:H). 
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Tabela 10.  Dados relativos ao Rt, UV e MS (M-H)
-, -MS2 (M-H)- e –MS3 [ (M-H) →Y70]
-) dos flavonóides glicosilados do extracto 
hidrometanólico saponificado das folhas de B. rapa var. rapa: Flavonóide-3-O-soforósido/soforotriósido-7-O-glucósido, -3,7-di-O-glucósido, -3-
O-soforósido, e -3/7-glucósidoa (adaptada de Ferreres et al., 2008). 
Compostos2  Rt 
(min) 
 UV 
(nm) 
 [M-H]- 
(m/z) 
 -MS2[M-H]- 
 (m/z) (%) 
 -MS3[(M-H)→ Y70]
-  
(m/z) (%) 
        Y70
-    Y70Y
3
2
-  Y70Z
3
1
-  Y70Y
3
0
- 
     Flavonóide-3-O-trihexósido-7-O-hexósido 
        (-162)    (-162)  (-342)  (-486) 
2   Caempf-3-O-Sofotr-7-O-Glc  11.2  266, 316sh, 348  933  771(100)    609(45)  429(26)  284(100)3 
     Flavonóide-3-O-dihexósido-7-O-hexósido 
        (-162)      (-180)  (-324) 
1   Querc-3-O-Sof-7-O-Glc  9.9  -----  787  625(100)      445(60)  301(100) 
3   Caempf-3-O-Sof-7-O-Glc  11.9  266, 317sh, 347  771  609(100)      429(100)  284(50)3 
    Flavonóide-3,7-di-O-hexósido       
        Y70
- / Y
3
0
-  [Agl-H]-       
        (-162)  (-324)       
4   Querc-3,7-di-O-Glc    15.6  255, 267sh, 294sh, 349  625  463(100)  301(50)       
6   Caempf-3,7-di-O-Glc    19.0  265, 317sh 349  609  447(100)  285(30)       
7   Isoramnet-3,7-di-O-Glc    20.3  255, 267sh, 250  639  477(100)  315(19)       
    Flavonóide-3-O-dihexósido       
        Z31
-  Y30
-       
        (-180)  (-324)       
10 Caempf-3-O-Sof   27.4  266, 297sh, 347  609  429(65)  285(100)        
    Flavonóide-O-hexósido       
          (-162)       
11 Caempf-7-O-Glc    31.7  266, 318sh, 367  447    285(100)       
12 Caempf-3-O-Glc    34.9  266, 299sh, 349  447    285(100)       
13 Isoramnet-3-O-Glc    35.4  255, 265sh, 299sh, 350  477    314(100)3       
1 Fragmentos observados em maior quantidade. Outros iões foram encontrados mas não foram incluídos 
2 Caempf: Caempferol. Querc: Quercetina. Isoramnet: Isoramnetina. Sof: Soforóside. Sofotr: Soforotriósido. Glc: Glucosideo. 
3  Fragmentos da clivagem homolítica da ligação glicosídica ([Aglicona–2H]-•) (Hvattum e Ekeberg, 2003). 
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Extracto Hidrometanólico Nativo  
 
 
 
No extracto hidrometanólico nativo (Figura 37B e Tabela 11) verificou-se a 
existência de vários derivados acilados da (1) quercetina-3-O-soforósido-7-O-
glucósido, nomeadamente (14) quercetina-3-O-(metoxicafeoil)soforósido-7-O-
glucósido,  (15) quercetina-3-O-(cafeoil)soforósido-7-O-glucósido, (18) quercetina-3-O-
(sinapoil)soforósido-7-O-glucósido, (19) quercetina-3-O-(feruloil)soforósido-7-O-
glucósido, (20) quercetina-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-glucósido e  (24)quercetina-
3-O-(cafeoil)soforósido-7-O-glucósido  (isómero), do (3) caempferol-3-O-soforósido-7-
O-glucósido, (16) caempferol-3-O-(metoxicafeoil)soforósido-7-O-glucósido,  (17) 
caempferol-3-O-(cafeoil)soforósido-7-O-glucósido, (21) caempferol-3-O-
(sinapoil)soforósido-7-O-glucósido, (22) caempferol-3-O-(feruloil)soforósido-7-O-
glucósido, (23) caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-glucósido, (25) caempferol-
3-O-(feruloil)soforósido-7-O-glucósido (isómero) e (27) caempferol-3-O-(p-
cumaroil)soforósido-7-O-glucósido e do (10) caempferol-3-O-soforósido (26) 
caempferol-3-O-(metoxicafeoil)soforósido, (28) caempferol-3-O-(cafeoil)soforósido, 
(29) caempferol-3-O-(sinapoil)soforósido, (30) caempferol-3-O-(feruloil)soforósido e   
(31) caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido. 
 
Além disso, os ácidos (8) ferúlico e (9) sinápico, bem como os glicosídeos de 
flavonóides não acilados (6) caempferol-3,7-di-O-glucósido, (7) isoramnetina-3,7-di-O-
glucósido, (10) caempferol-3-O-soforósido, (12) caempferol-3-O-glucósido e (13) 
isoramnetina-3-O-glucósido, detectados no extracto saponificado, estavam também 
presentes no extracto nativo. O (6) caempferol-3,7-di-O-glucósido, (7) isoramnetina-
3,7-di-O-glucósido, (8) ácido ferúlico, (9) ácido sinápico, (10) caempferol-3-O-
soforósido, (11) caempferol-7-O-glucósido, (12) caempferol-3-O-glucósido e (13) 
isoramnetina-3-O-glucósido tinham já sido descritos na B. rapa var. rapa  (Fernandes 
et al., 2007). 
 
A fragmentação dos derivados acilados dos compostos 1 e 3 (Tabela 11) 
demonstram por MS2, o pico base resultante da perda do açúcar na posição 7 ([M-H-
162]-). O fragmento correspondente à perda do radical acilo (um pico abundante para 
os derivados do composto (1) (quercetina-3-O-soforósido-7-O-glucósido), mas ausente 
para os derivados do composto (3) caempferol-3-O-soforósido-7-O-glucósido) também 
pode ser observado, assim como o fragmento obtido pela perda simultânea do açúcar 
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na posição 7 e do grupo acilo (também mais abundante nos derivados do composto 1 
do que nos do composto 3). A MS3 [(M-H)→(M-H-162)]- revelou a perda do radical 
acilo, o que originou o fragmento da aglícona ligado à fracção glicosídica na posição 3. 
Apesar da pouca abundância, o ião da aglícona também foi detectado (Vallejo et al., 
2004). Observando a fragmentação dos derivados do composto 10 (flavonóides não 
glicosilados na posição 7) por MS2, a perda do radical acilo originou o ião não 
protonado do composto 10 (pico base). O espectro por MS3 [(M-H)→(M-H-Acil)]- 
originou a fragmentação típica de um soforósido (Ferreres et al., 2004) (Tabela 11). 
 
O comportamento cromatográfico dos compostos 26 e 28-30 (derivados acilados 
de 10), para os quais os tempos de retenção são iguais ou menores do que o do 
composto desacilado (10) foi já observado noutros estudos (Llorach et al., 2003; 
Ferreres et al., 2006), indicando que os derivados acilados na posição 3 do açúcar e 
sem glicosilação na posição 7 exibem um tempo de retenção aparentemente irregular. 
Da mesma forma, a ordem de eluição no HPLC de fase reversa dos derivados 
acilados (cafeoílo, sinapoílo, feruloílo e p-cumaroílo respectivamente) é distinta da dos 
ácidos livres (cafeico, p-cumárico, ferúlico e sinápico respectivamente), tal como foi 
previamente referido (Llorach et al., 2003, Vallejo et al., 2004). Outros dados 
aparentemente anómalos estão relacionados com o espectro UV dos compostos 15 e 
19 que são semelhantes aos dos compostos desacilados. 
 
Resumindo, os derivados acilados (com ácidos metoxicafeico, cafeico, sinápico, 
ferúlico e ácido p-cumárico) da (1) quercetina-3-O-soforósido-7-O-glucósido, (3) 
caempferol-3-O-soforósido-7-O-glucósido e (10) caempferol-3-O-soforósido foram 
também detectados. Os derivados de (1) quercetina-3-O-soforósido-7-O-glucósido 
foram encontrados em quantidades consideráveis (Figura 37B). No entanto, o 
glicosídeo desacilado foi detectado apenas em quantidadas vestigiais no extracto 
hidrometanólico saponificado (Figura 37A). Tal pode dever-se à decomposição 
alcalina durante o processo de saponificação dos compostos fenólicos com um grupo 
o-dihidroxilo, resultando na presença de derivados da quercetina em quantidades 
vestigiais, não sendo observado o ácido cafeico. 
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Tabela 11. Dados relativos ao Rt, UV, e –MS ((M-H)
-, -MS2 (M-H)- e –MS3 [ (M-H)-162]-) dos derivados acilados dos flavonóides glicosiladosa 
do extracto hidrometanólico nativo das folhas de B. rapa var. rapa (adaptada de Ferreres et al., 2008). 
Compostos 
 
 Rt 
(min) 
 UV 
(nm) 
 [M-H]- 
(m/z) 
 -MS2[M-H]- 
 (m/z) (%) 
   -MS3[(M-H)→ (M-H-162)]- 
 (m/z) (%) 
 
        -146 
-p.Cum 
 -162 
-Glc 
 -176 
-Fer 
 -192 
-MeOCf 
 -206 
-Sinp 
 -308 
-G-pC 
 -324 
-G-C 
 -338 
-G-F 
 -354 
-G-MC 
 -368 
-G-S 
   -146 
-p.Cum 
 -162 
-Caf 
 -176 
-Fer 
 -192 
-MeOCf 
 -206 
-Sinp 
 [Agl-H]-  
        Derivados acilados de 1: Quercetina-3-O-soforósido-7-O-glucósido  
14   1-MeOCaf  9.4  255sh, 269sh, 333  979    817(100)    787(80)          625(59)            625(100)      
15   1-Caf  10.1  255, 269sh, 299sh, 343  949    787(100)          625(40)            625(100)        301(10)  
18   1-Sinp  13.0  270, 337  993    831(100)      787(100)          625(60)            625(100)  301(3)  
19   1-Fer  13.4  255, 269sh, 299sh, 348  963    801(100)  787(45)          625(40)            625(100)      301(10)  
20   1-p.Cum  14.0  297sh, 327  933  787(10)  771(100)        625(35)            625(100)          301(5)  
24   1-Caf (15 isomer)  17.1  --------  949    787(100)          625(50)            625(100)        300(7)3  
                                          
        Derivados acilados de 3: Caempferol-3-O-soforósido-7-O-glucósido  
16   3-MeOCaf  11.3  269, 331  963    801(100)              609(5)            609(100)    284(30)3  
17   3-Caf  12.2  269, 331  933    771(100)          609(6)            609(100)        285(4)  
21   3-Sinp  15.0  269, 331  977    815(100)                609(3)            609(100)4  284(10)3  
22   3-Fer  15.8  269, 331  947    785(100)            609(4)            609(60)4        
23   3-p.Cum  16.6  269, 317  917    755(100)        609(5)                        
25   3-Fer (22 isomer)  22.9  Coeluí com 26  947    785(100)            609(5)            609(100)4        
27   3-p.Cum (23 isomer)  23.3  268, 319,   917    755(100)        609(3)            609(100)          285(5)  
                                          
          Derivados Acilados de  10: Kaempferol-3-O-soforósido  
        -MS2[M-H]- , (m/z) (%)          -MS3[(M-H)→ (M-H-Acyl)]- ,  (m/z) (%)      
        -146 
-p.Cum 
 -162 
-Caf 
 -176 
-Fer 
 -192 
-MeOCf 
 -206 
-Sinp 
 -Acil-180  [Agl-H]-            -180  [Agl-H]-        
26   10-MeOCaf  22.9  Coeluí com 25  801        609(100)    429(5)  285(12)            429(30)  285(100)        
28   10-Caf  24.9  269, 299sh, 330  771    609(100)        429(5)  285(8)            429(35)  285(100)        
29   10-Sinp  25.5  269, 330  815          609(100)6  429(4)  285(10)            429(60)  285(100)        
30   10-Fer  27.4  Coeluí com 10  785      609(100)7      429(2)  284(25)3            429(65)  285(100)        
31   10-p.Cum  29.0  269, 317  755  609(100)          429(4)  285(10)            429(30)  285(100)        
1  Fragmentos observados em maior quantidade. Outros iões foram encontrados mas não foram incluídos. 
2 G (Glc): Glucosil. pC (p.Cum): p-Cumaroil. Caf: Cafeoil. F (Fer): Feruloil. S (Sinp): Sinapoil. MC (MeOCf): MethoxiCafeoil. 1: Quercetina-3-O-Soforósido-7-O-Glucósido.  3: 
Caempferol-3-O-Soforósido-7-O-Glucósido. 10: Caempferol-3-O-Soforósido. 
3 Fragmentos da clivagem homolítica da ligação glicosídica ([Aglicona–2H]-•) (Hvattum e Ekeberg, 2003). 
4 Compostos 21 and 29 (derivados sinapoil) e 22, 25 e 30 (derivados feruloil) apresentaram um ião abundante a m/z 623 resultante da perda de192 u (206-14) and 162 u (176-
14), respectivamente.
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De uma forma geral este tipo de derivados acilados (14-18) é muito comum nas 
Brassicacea e particularmente nos vários cultivares de B. rapa (Romani et al., 2006; 
Rochfort et al., 2006). Por outro lado, a presença de de flavonol-3,7-di-O-glucósidos, 
nomeadamente de isoramnetina-3,7-di-O-glucósido não acilada caracteriza a B.rapa 
(Fernandes et al, 2007; Romani et al., 2006 e Rochfort et al., 2006) relativamente a 
outras espécies de Brassica. 
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 5.1.2. Pieris brassicae 
 
 
 
5.1.2.1- Excrementos 
 
 
 
No cromatograma obtido por HPLC-DAD do extracto hidrometanólico dos 
excrementos (Figura 39) os 2 picos principais correspondiam aos ácidos ferúlico (8) e 
sinápico (9). Outros compostos presentes em quantidades consideráveis, e que tinham 
sido já encontrados nos extracto hidrometanólico nativo das folhas de B. rapa var. 
rapa, foram o caempferol-3-O-soforósido (10),  isoramnetina-3,7-di-O-glucósido (7), e 
isoramnetina-3-O-glucósido (13). Alguns dos derivados acilados já descritos foram 
também detectados, em quantidades baixas ou vestigiais: caempferol-3-O-
(cafeoil)soforósido-7-O-glucósido (17), quercetina-3-O-(sinapoil)soforósido-7-O-
glucósido (18), quercetina-3-O-(feruloil)soforósido-7-O-glucósido (19), quercetina-3-O-
(p-cumaroil)soforósido-7-O-glucósido (20), caempferol-3-O-(feruloil)soforósido-7-O-
glucósido (22), caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-glucósido (23) e 
caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido  (31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Perfil fenólico do extracto hidrometanólico dos excrementos de P. 
brassicae, obtido por HPLC-DAD. Detecção a 330 nm. Picos: 3, 7-10, 13, 17-20, 22, 
23 e 31, ver Fig. 37  (32) Isoramnetina-3,7-di-O-glucósido sulfato; (33) caempferol-3-O-
glucósido sulfato; (34) isoramnetina-3-O-glucósido sulfato; (35) isoramnetina-3-O-
glucósido sulfato (isómero); (36) isoramnetina-3-O-glucósido sulfato (isómero); (37) 
caempferol-3-O-glucósido sulfato (isómero); (38) isoramnetina-3-O-glucósido sulfato 
(isómero); (39) quercetina-3-O-soforósido; (40) caempferol-3-O-soforotriósido; (41) 
caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido (isómero); (42) caempferol-3-O-(p-
cumaroil)soforósido (isómero); (43) caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido (isómero). 
Adaptado de Ferreres et al., 2008. 
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Outros compostos, não encontrados no extracto nativo das folhas, foram o 
caempferol-3-O-soforósido-7-O-glucósido (3), descrito no extracto saponificado, 
quercetina-3-O-soforósido (39) (Rt 23 min; UV 255, 265sh, 300sh e 350 nm; -MS: 625 
[M-H]-, -MS2 [M-H]- : 463, (10%, [(M-H)-162]- ), 445 (25%, [(M-H)-180]-), 301 (100%, 
[Agl-H]-)), caempferol-3-O-soforotriósido (40) (Rt 25.4 min; -MS: 771 [M-H]
-, -MS2 [M-H]- 
: 609, (58%, [(M-H)-162]- ), 429 (50%, [(M-H)-342]-), 285 (100%, [Agl-H]-)), e 3 
isómeros do caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido (31),  caempferol-3-O-(p-
cumaroil)soforósido (isómero) (41) (Rt 35.4 min), caempferol-3-O-(p-
cumaroil)soforósido (isómero) (42) (Rt 35.9 min) e caempferol-3-O-(p-
cumaroil)soforósido (isómero) (43) (Rt 37.8 min) que têm um MS similar ao do 
composto 31.  
 
Na primeira parte do cromatograma (Figura 39), foram detectados vários 
derivados de flavonóides (isoramnetina-3,7-O-di-O-glucósido sulfato (32), caempferol-
3-O-glucósido sulfato (33), isoramnetina-3-O-glucósido sulfato (34), isoramnetina-3-O-
glucósido sulfato (35), isoramnetina-3-O-glucósido sulfato - isómero (36), caempferol-
3-O-glucósido sulfato – isómero (37) e isoramnetina-3-O-glucósido sulfato (38)) e que 
foram posteriormente, identificados como flavonóides sulfatados recorrendo aos dados 
de MS (Tabela 12). Outros iões observados correspondem à aglicona desprotonada e 
à perda simultânea do radical sulfato e à fragmentação parcial da fracção glicosídica 
do composto 32 (Figura 40). A fragmentação MS3 do composto 32 (Tabela 12 e 
Figura 40) apresenta o pico base a m/z 477, o que permitiu a sua identificação como 
isoramnetina-3,7-di-O-glucósido sulfato. Os restantes derivados sulfatados eram 
monoglicosídeos: (33) e (37) eram isómeros do caempferol-3-O-glucósido e os 
compostos (34-36) e (38) corresponderam a isómeros de isoramnetina-3-O-glucósido 
sulfato. Este tipo de compostos é muito comum no decurso dos processos metabólicos 
de animais. Considerando os resultados obtidos, pode ser inferido que durante o 
processo metabólico da P. brassicae ocorre desacilação, levando ao desaparecimento 
ou diminuição dos derivados acilados. 
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Tabela 12. Dados relativos ao Rt, e MS: [M-H]
-, -MS2[M-H]- and -MS3[(M-H)→ (M-H-80)]-. dos flavonóides glicosilados sulfatadosa do extracto 
hidrometanólico dos excrementos de P. brassicae (adaptada de Ferreres et al., 2008). 
Compostos2  Rt  
(min) 
 [M-H]-  
(m/z) 
 -MS2[M-H]-  
(m/z) (%) 
 -MS3[(M-H)→(M-H-80)]-  
(m/z) (%) 
         diglicosídeos sulfatados   
      -80  -80-162  -80-2x162  -162  -2x162  
32    7-sulfato  11.3  719  639(100)  477(30)  315(20)  477(100)  315(60)  
         monoglicosídeos sulfatados   
      -80    -80-162    -162  
33  12-sulfato  16.6  527  447(100)    285(50)    285(100)  
34  13-sulfato  17.1  557  477(100)    315(53)    315(100)  
35  13-sulfato (isómero de 34)  18.5  557  477(100)    315(50)    315(100)  
36  13-sulfato (isómero de 34)  19.1  557  477(100)    315(60)    315(100)  
37  12-sulfato (isómero de 33)  19.4  527  447(100)    285(45)    285(100)  
38  13-sulfato (isómero de 34)  20.2  557  477(100)    315(67)    315(100)  
1 Fragmentos observados em maior quantidade. Outros iões foram encontrados mas não foram incluídos  
2 7: isoramnetina-3,7-di-O-glucósido; 12: caempferol-3-O-glucósido; 13: isoramnetina-3-O-glucósido. 
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Figura 40. Análise por MSn do composto 32. A: -MS2[M-H]-, B: -MS3[(M-H)→(M-H-
80)]-. 
 
 
 
 
5.1.2.2- Lagarta, exúvia e borboleta 
 
 
O extracto hidrometanólico de lagarta de P. brassicae (Figura 41) apresentou 
compostos encontrados nos excrementos: ácido ferúlico (8), ácido sinápico (9) e 
caempferol-3-O-soforósido (10). Quantidades vestigiais de quercetina-3-O-soforósido 
(39) e caempferol-3-O-soforotriósido (40), já detectados nos excrementos, foram 
também encontrados. 
 
Estes compostos podem contribuir para proteger a lagarta de agressões 
externas, tais como luz, condições ambientais indesejáveis, fenómenos oxidativos ou 
agentes microbianos. 
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Figura 41. Perfil fenólico do extracto hidrometanólico da lagarta P. brassicae obtido 
por HPLC-DAD. Detecção a 330 nm. Picos: 8, 9 e 10 ver Fig. 38; 39 ver Fig.38; (43) 
caempferol-3-O-soforotriósido.Adaptado de Ferreres et al., 2008. 
 
 
A análise por HPLC-DAD dos extractos hidrometanólicos das exúvias e 
borboletas revelou quantidades vestigiais de compostos, nenhum deles 
correspondendo aos compostos fenólicos estudados, ou possivelmente relacionados 
com eles. As estruturas químicas dos compostos fenólicos identificados no trabalho 
são apresentadas na Figura 42. 
 
Os resultados não são surpreendentes, considerando que os compostos 
fenólicos são sequestrados e sofrem metabolização, no contexto da sua destoxificação 
e excreção. Assim, se os compostos são excretados, não estarão presentes nas fases 
subsequentes do ciclo, podendo ser esta a razão pela qual não foram encontrados na 
borboleta e exúvias. 
 
A análise dos excrementos, exúvias e borboletas permitiu verificar que, além dos 
fenómenos de desacilação e desglicosilação já conhecidos, ocorrem ainda reacções 
de sulfatação no processo metabólico da lagarta e que os compostos fenólicos são 
maioritariamente excretados e não transferidos para as asas. 
 
Sendo os insectos incapazes de sintetizar compostos fenólicos ou os seus 
precursores, a sua presença nas diferentes fases do ciclo de vida da P. brassicae só 
pode ser justificada através da alimentação.A presença deste tipo de compostos na 
lagarta demonstra que esta tem a capacidade de os sequestrar. 
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  R1 R2 
1 soforose glucose 
4 glucose glucose 
14 (metoxicafeoil)soforose glucose 
15, 24 (cafeoil)soforose glucose 
18 (sinapoil)soforose glucose 
19 (feruloil)soforose glucose 
20 (p-cumaroil)soforose glucose 
39 soforose H 
 
  
 
  
 
 
 
   
   
   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Compostos fenólicos de B. rapa var. rapa e do material de P. brassicae. 
 
 
 
 
 
  R1 R2 
2 soforotriose glucose 
3 soforose glucose 
6 glucose glucose 
10 soforose H 
11 H glucose 
12 glucose H 
16 (metoxicafeoil)soforose glucose 
17 (cafeoil)soforose glucose 
21 (sinapoil)soforose glucose 
22, 25 (feruloil)soforose glucose 
23, 27 (p-cumaroil)soforose glucose 
26 (metoxicafeoil)soforose H 
28 (cafeoil)soforose H 
29 (sinapoil)soforose H 
30 (feruloil)soforose H 
31, 41, 42, 43 (p-cumaroil)soforose H 
40 soforotriose H 
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5.2) Determinação quantitativa dos compostos fenólicos 
 
 
 
*Da análise quantitativa das várias matrizes em estudo por HPLC-DAD (Figuras 
43-45 e Tabela 13), verificou-se que existem 3 compostos comuns: dois ácidos 
fenólicos (ácido ferúlico (11) e sinápico (12)) e um flavonóide não acilado (caempferol-
3-O-soforósido (16)), sendo estes três compostos mais abundantes nos excrementos. 
Tal como esperado, a maior diversidade estrutural foi encontrada na planta hospedeira 
(Figura 43 e Tabela 13), distribuindo-se os compostos fenólicos por duas classes: 
flavonóides (derivados de caempferol, quercetina e isoramnetina) e ácidos fenólicos 
(ácidos p-cumárico, ferúlico e sinápico), sendo o primeiro grupo claramente maioritário. 
 
 
 
 
Figura 43. Perfil de compostos fenólicos de B. rapa var. rapa, obtido por HPLC-DAD. 
Detecção a 330 nm. Picos: (1) caempferol-3-O-(metoxicafeoil)soforósido-7-O-
glucósido; (2) quercetina-3-O-(sinapoil)soforósido-7-O-glucósido; (3) quercetina-3-O-
(feruloil)soforósido-7-O-glucósido; (4) quercetina-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-
glucósido; (5) caempferol-3-O-(sinapoil)soforósido-7-O-glucósido; (6) caempferol-3-O-
(feruloil)soforósido-7-O-glucósido; (7) caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-
glucósido; (8) ácido p-cumárico; (9) caempferol-3,7-di-O-glucósido; (10) isoramnetina-
3,7-di-O-glucósido; (11) ácido ferúlico; (12) ácido sinápico; (13) caempferol-3-O-
(feruloil)soforósido-7-O-glucósido (isómero); (14) caempferol-3-O-
(metoxicafeoil)soforósido; (15) caempferol-3-O-(cafeoil)soforósido; (16) caempferol-3-
O-soforósido; (17) caempferol-3-O-(feruloil)soforósido; (18) caempferol-3-O-glucósido; 
(19) isoramnetina-3-O-glucósido. 
 
 
* Nota: a numeração dos compostos na análise qualitativa e quantitativa dos compostos 
fenólicos é diferente. 
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Figura 44. Perfil de compostos fenólicos da lagarta de P. brassicae, obtidos por 
HPLC-DAD. Detecção a 330 nm. Picos: (11) ácido ferúlico; (12) ácido sinápico; (16) 
caempferol-3-O-soforósido; (20) quercetina-3-O-soforósido; (21) caempferol-3-O-(p-
cumaroil)soforósido (isómero). 
 
 
 
Figura 45. Perfil de compostos fenólicos de excrementos da lagarta de P. brassicae, 
obtidos por HPLC-DAD. Detecção a 330 nm. Picos: (11) ácido ferúlico; (12) ácido 
sinápico; (16) caempferol 3-O- soforósido; (19) isoramnetina-3-O-glucósido; (22) 
isoramnetina-3,7-di-O-glucósido sulfato.  
 
 
O ácido sinápico (12) é o composto maioritário nas 3 matrizes analisadas (22, 60 
e 51% in B. rapa, lagarta e excrementos, respectivamente) (Tabela 13), seguido da 
quercetina-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-glucósido (4) (18%)  e caempferol-3-O-
______________________________________________________________________ 
___________________________________________________________________ 118 
Mestrado em Controlo de Qualidade – Especialização em Água e Alimentos 
(cafeoil)soforósido (15) (11%), na B. rapa var. rapa. Por outro lado na lagarta e nos 
excrementos os compostos o ácido sináptico é seguido pelo ácido ferúlico) (11) (30% 
e 34% respectivamente) e pelo caempferol-3-O-soforósido (16) (10% e 13% 
respectivamente). Ainda relativamente ao ácido sinápico, este apresentou-se em maior 
quantidade nos excrementos, quando em comparação com as restantes matrizes.  
 
Foi possível a quantificação de um flavonóide sulfatado nos excrementos, a 
isoramnetina 3,7-di-O-glucósido sulfato (22) que não estava presente na planta 
hospedeira. Outros compostos sulfatados foram já descritos por Ferreres et al., (2008) 
foram detectados em quantidades vestigiais. A presença destes compostos pode ser 
explicada por um processo de metabolização que envolve sulfação o que facilita a 
excrecção pois torna os compostos mais hidrofílicos e consequentemente dificulta a 
passagem através das membranas celulares. 
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Tabela 13. Conteúdo em compostos fenólicos de B. rapa var. rapa e P. brassicae 
(lagarta e excrementos). (1) caempferol-3-O-(metoxicafeoil)soforósido-7-O-glucósido; 
(2) quercetina-3-O-(sinapoil)soforósido-7-O-glucósido; (3) quercetina-3-O-
(feruloil)soforósido-7-O-glucósido; (4) quercetina-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-
glucósido; (5)caempferol-3-O-(sinapoil)soforósido-7-O-glucósido; (6) caempferol-3-O-
(feruloil)soforósido-7-O-glucósido; (7) caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-
glucósido; (8) ácido p-cumárico; (9) caempferol-3,7-di-O-glucósido; (10) isoramnetina-
3,7-di-O-glucósido; (11) ácido ferúlico; (12) ácido sinápico; (13) caempferol-3-O-
(feruloil)soforósido-7-O-glucósido (isómero); (14) caempferol-3-O-
(metoxicafeoil)soforósido; (15) caempferol-3-O-(cafeoil)soforósido; (16)                                                                                                  
caempferol-3-O-soforósido; (17) caempferol-3-O-(feruloil)soforósido; (18) caempferol-
3-O-glucósido; (19) isoramnetina-3-O-glucósido; (20) quercetina-3-O-soforósido; (21) 
caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido (isómero); (22) isoramnetina-3,7-di-O-glucósido 
sulfato. c Corresponde apenas ao composto 11. d Corresponde apenas ao composto 
16. 
Compostos   Amostra   
  
B.rapa var. 
rapa Lagarta Excrementos 
1 872.2 (67.9) — — 
2 1693.9 (256.7) — — 
3 889.8 (108.9) — — 
4 3414.4 (315.5) — — 
5 924.8 (84.5) — — 
6 926.1 (98.9) — — 
7 1192.9 (177.4) — — 
8 565.7 (74.9) — — 
9 424.2 (74.6) — — 
10+11 819.7 (62.0) 89.5 (7.1) b 3473.8 (187.5)b 
12 4157.1 (323.5) 178.8 (17.0) 5193.4 (396.7) 
13+14 350 (68.5) — — 
15 2120.9 (24.5) — — 
16+17 60.2 (4.7) 29.3 (2.6)c 1340.1 (188)c 
18 296.2 (33.5) — — 
19 173.2 (26.8) — Nq 
20 — 2.9 (0.1) Nq 
21 — nq — 
22 — — 219.4 (10.5) 
        
Total 18881.3 300.5 10226.7 
 
a Resultados expressos como média (desvio padrão) de três determinações (mg/Kg), material seco. 
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5.3) Relação entre estudos sobre compostos fenólicos realizados 
previamente e os novos dados 
 
 
 
Fazendo uma comparação dos teores em compostos fenólicos obtidos nas folhas 
e nas inflorescências de B. rapa var. rapa obtidos noutros trabalhos pode-se concluir 
que: 
- O valor de fenóis totais é igual para as folhas e para as inflorescências; 
 
- Os três compostos mais abundantes nas folhas são o ácido sináptico, a 
quercetina-3-O-(p-cumaroil)soforósido-7-O-glucósido e o caempferol-3-O-
(cafeoil)soforósido enquanto que nas inflorescências destacam-se o caempferol 3-O-
soforósido-7-O-glucósido, o caempferol 3-O-(feruloil/cafeoil)-soforósido-7-O-glucósido 
e a isoramnetina 3,7-O-diglucósido; 
 
- Os compostos comuns entre as duas partes da planta são o caempferol-3,7-di-
O-glucósido, a isoramnetina-3,7-O-diglucósido associada ao ácido ferúlico, o ácido 
sinápico, o caempferol-3-O-soforósido, o caempferol-3-O-glucósido, e a isoramnetina-
3-O-glucósido; 
 
- Considerando os compostos comuns verifica-se que existem quase no dobro da 
quantidade nas inflorescências do que nas folhas (Fernandes et al,. 2007). 
 
Como já foi referido a espécie Brassica rapa distingue-se das outras espécies do 
género Brassica pelo facto de conter derivados da isoramnetina sendo comum às 
demais espécies a presença de derivados de quercetina e caempferol. Ao comparar a 
B. rapa var. rapa com B. rapa var. sylvestris constata-se que, enquanto na primeira os 
derivados do caempferol constituem o grupo mais expressivo em termos quantitativos, 
na subespécie sylvestris os derivados da isoramnetina são os presentes em maior 
quantidade (Romani et al., 2006). 
 
Tendo em conta a Pieris brassicae podemos fazer algumas comparações com 
um estudo realizado com a lagarta alimentada com B. olearacea var. costata já 
mencionado na introdução desta dissertação (Ferreres et al., 2007). Apesar de neste 
último trabalho a lagarta ter ficado em jejum somente 1h é possível encontrar algum 
paralelismo entre os teores fenólicos obtidos e os da espécie hospedeira. Na P. 
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brassicae alimentada com B. olearacea var. costata um dos  compostos fenólicos 
presente em maior quantidade é o caempferol-3-O-soforósido (16) o que não acontece 
na lagarta alimentada com B. rapa var. rapa (307mg/kg e 29,3mg/kg respectivamente). 
Este resultado explica-se pela diferença que as plantas hospedeiras apresentam (60,2 
mg/Kg na B. rapa var. rapa e 217 mg/Kg na B. oleracea var. costata). Comparando os 
dois cromatogramas da P.brassicae (Figura 28 e Figura 44) verifica-se que ambas 
possuem caempferol-3-O-soforósido (16), quercetina-3-O-soforósido (20) e 
caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido (21).  
 
Para a P. brassicae alimentada com B. rapa var. rapa é possivel indicar o teor 
em quercetina-3-O-soforósido, o qual não foi quantificado na planta hospedeira, 
apesar dos insectos não conseguirem sintetizar flavonóides, ou os seus derivados de 
novo. A situação repete-se com a larva alimentada com B. oleracea var. costata, mas 
neste caso com o caempferol-3-O-(p-cumaroil)soforósido. Uma possivel explicação 
consiste no facto de estes compostos existirem nas plantas em questão em 
quantidades abaixo do limite de detecção, sendo concentrados por via de um 
sequestro selectivo por parte da P. brassicae. 
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5.4) Composição qualitativa e quantitativa dos ácidos orgânicos 
 
 
 
Os cromatogramas das matrizes analisadas (Figuras 46-49) mostraram que a B. 
rapa var. rapa, assim como a lagarta e a borboleta de P. brassicae têm o mesmo perfil 
qualitativo em relação aos ácidos orgânicos. Apresentam ácido citrico (1), málico (2), 
chiquimico (3) e fumárico (4). Nos excrementos só foram identificados os ácidos 
fumárico (4) e málico (2) (Figura 48, Tabela 14). A matriz com o teor mais elevado de 
ácidos orgânicos foi a B. rapa var. rapa seguida pela lagarta de P. brassicae e depois 
pela borboleta; os excrementos apresentaram a menor quantidade (Tabela 14). 
 
Quantitativamente os ácidos málico e cítrico foram os compostos mais 
abundantes na B. rapa var. rapa (84 e 15% respectivamente), enquanto que o ácido 
fumárico foi o ácido orgânico mais abundante na lagarta constituindo 22% dos 
compostos totais. Quando detectado o ácido chiquímico foi o composto presente em 
menores quantidades. A ausência de ácido málico, chiquímico e cítrico nos 
excrementos pode-se explicar pelo seu uso no ciclo de vida da Pieris brassicae, mais 
especificamente no desenvolvimento da lagarta uma vez que estão envolvidos no ciclo 
de Krebs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Cromatograma obtido por HPLC/UV dos ácidos orgânicos das folhas de 
Brassica rapa var.rapa. Detecção a 214 nm. (1) ácido cítrico; (2) ácido málico; (3) 
ácido chiquímico; (4) ácido fumárico. 
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Figura 47. Cromatograma obtido por HPLC/UV dos ácidos orgânicos da lagarta de 
Pieris brassicae. Detecção a 214 nm. (1) ácido cítrico; (2) ácido málico; (3) ácido 
chiquímico; (4) ácido fumárico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48. Cromatograma obtido por HPLC/UV dos ácidos orgânicos dos excrementos 
de Pieris brassicae. Detecção a 214 nm. (2) ácido málico; (4) ácido fumárico. 
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Figura 49. Cromatograma obtido por HPLC/UV dos ácidos orgânicos da borboleta de 
Pieris brassicae. Detecção a 214 nm. (1) ácido cítrico; (2) ácido málico; (3) ácido 
chiquímico; (4) ácido fumárico. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 14. Composição em ácidos orgânicos nos extractos liofilizados de folhas de B. 
rapa var. rapa e do material de P. brassicae (mg/kg de material seco)a. 
 
  Ácido Orgânico   
Amostra cítrico málico chiquímico fumárico Total 
B. rapa var. rapa 15485.0 (209.6) 84882.8 (3540.9) 78.0 (1.0) 79.9 (2.2) 100525.7 
Lagarta 5070.2 (17.3) 16661.6 (512.7) 15.7 (1.1) 935.9 (8.0) 22683.4 
Excrementos - nq - 411.6 (61.0) 411.6 
Borboleta 3093.9 (7.9) 9970 (60.9) 48.8 (1.6) 231.0 (1.1) 13343.8 
a Resultados expressos em média (desvio padrão) de três determinações.  
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Ácidos Orgânicos Totais
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Figura 50. Teor em ácidos orgânicos totais identificados de B. rapa var. rapa (folhas) e 
P. brassicae (lagarta, borboleta e excrementos). 
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Figura 51. Teor dos diferentes ácidos orgânicos presentes nas várias matrizes 
estudadas (B.rapa var. rapa e P. brassicae-lagarta, borboleta e excrementos). 
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Figura 52. Teor de ácido cítrico de B. rapa var. rapa (folhas) e P. brassicae (lagarta, 
borboleta e excrementos). 
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Figura 53. Teor de ácido málico de B. rapa var. rapa (folhas) e P. brassicae (lagarta, 
borboleta e excrementos). 
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Ácido Chiquímico
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Figura 54. Teor de ácido chiquímico de B. rapa var. rapa (folhas) e P. brassicae 
(lagarta, borboleta e excrementos). 
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Figura 55. Teor de ácido fumárico de B. rapa var. rapa (folhas) e P. brassicae (lagarta, 
borboleta e excrementos). 
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5.5) Relação entre estudos sobre ácidos orgânicos realizados 
previamente e os novos dados  
 
 
Ao confrontar estes dados com os obtidos na análise das inflorescências de B. 
rapa var. rapa (Sousa et al., 2008) verifica-se que o perfil de ácidos orgânicos varia 
consoante a parte da planta em questão.O número de compostos presentes nas folhas 
(Figura 56) é inferior ao presente nas inflorescências (Figura 57), pois não contém os 
ácidos aconítico e pirúvico (Tabela 15). Em ambas as matrizes o ácido málico (Figura 
53) é o composto presente em maior quantidade enquanto o ácido chiquímico é o 
minoritário (Figura 54). 
 
 
Tabela 15. Teor em ácidos orgânicos das folhas e inflorescências de B. rapa var. rapa. 
(Sousa et al., 2008) 
  B.rapa var. rapa   
Ácidos Orgânicos Folhas Inflorescências 
Aconítico   42,3(0,2) 
Cítrico 15485(209,6) 13177,3(75,4) 
Fumárico 79,9 (2,2) 1260,8(2,0) 
Málico 84882 (3540,9) 22349,6(2,1) 
Pirúvico   1123,2(1,0) 
Chiquímico 78 (1,0) 68,7(0,8) 
      
Total 100524,9 38021,9 
   
Valores expressos em mg/Kg de material seco, como média (desvio padrão) de três determinações. 
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Figura 56. Ácidos orgânicos das folhas de B. rapa var. rapa. 
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Figura 57. Ácidos orgânicos das inflorescências de B. rapa var. rapa. 
 
 
Da comparação do teor total em ácidos orgânicos (Tabela 16) da B. rapa var. 
rapa (Figura 59) com a B. oleracea var. costata (Figura 58), constata-se que esta 
apresentou um teor consideravelmente superior à primeira, sendo que o composto que 
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mais contribui para esta diferença é o ácido málico (15472 mg/Kg na B. oleracea var. 
costata  e 84882 mg/Kg na  B. rapa var. rapa). 
 
 
Tabela 16. Ácidos orgânicos de B. oleracea var. costata (Vrchovská et al.,2006) e B. 
rapa var. rapa. 
  Amostras   
Ácidos Orgânicos B. oleracea var. costata B. rapa var. rapa 
Aconítico - - 
Cítrico 3312(185) 15485(209,6) 
Fumárico 111(0,0) 79,9(2,2) 
Málico 15472(286,9) 84882(3540,9) 
Pirúvico - - 
Chiquímico 31,7(1,3) 78(1,0) 
      
Total 18926,7 100524,9 
Valores expressos em mg/Kg de material seco como média (desvio padrão) de três determinações. 
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Figura 58. Ácidos orgânicos de B. oleracea var. costata. 
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Figura 59. Ácidos orgânicos de B. rapa var. rapa. 
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5.6) Determinação da Actividade antioxidante 
 
 
5.6.1. DPPH• 
 
No ensaio do DPPH a borboleta P. brassicae foi a matriz que demonstrou a 
maior actividade: cerca de dez vezes superior à apresentada pela B. rapa var. rapa 
que foi a matriz menos activa (Figura 60). A ordem de actividade encontrada foi: foi 
borboleta > lagarta > excrementos > B. rapa. Apesar de todas as matrizes se 
revelarem bastante diferentes quanto à actividade sequestradora do DPPH, o efeito foi 
dependente da concentração. 
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Figura 60. Percentagem de intercepção do radical DPPH pelas várias matrizes. 
 
 
Ao comparar o valor de IC50 (Tabela 17) das folhas de B. rapa var. rapa (557 
µg/mL), com o encontrado para as inflorescências desta espécie (774 µg/mL) (Sousa 
et al, 2008) é perceptível que as folhas apresentam uma capacidade anti-radicalar 
superior. Observando o valor de IC25 neste estudo (306 µg/mL) e o obtido no mesmo 
ensaio, mas utilizando folhas de B. oleracea var. costata (440 µg/mL) (Vrchovská et 
al., 2006) e folhas de B. oleracea var. acephala  (257 µg/mL) (Ferreres et al., 2009), 
constata-se que estas últimas  demonstram uma maior capacidade antioxidante. 
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Observando o mesmo estudo efectuado com a P. brassicae alimentada com B. 
oleracea var. acephala,  verifica-se que as matrizes apresentam a mesma ordem de 
actividade que se encontrou neste trabalho e a borboleta surge como a amostra mais 
activa (Ferreres et al., 2009). 
 
Tabela 17. Valores de IC50 das várias matrizes face ao radical DPPH (µg/ml). 
  DPPH (IC50) 
B. rapa var. rapa 557 
Lagarta 178 
Excrementos 217 
Borboleta 46 
    
 
 
 
 
5.6.2 . Radical Superóxido 
 
Nos ensaios referentes à evolução da actividade sequestrante do radical 
superoxido (figura 61) e contrariamente ao que se observou no ensaio do DPPH 
(Tabela 18) as matrizes submetidas a estudo revelaram ser equivalentes em termos 
de actividade. 
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Figura 61. Percentagem de intercepção do radical superóxido pelas várias matrizes. 
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Os excrementos foram a matriz mais activa (IC25: 17 µg/mL) e a B. rapa var. 
Rapa a menos activa, com todas as amostras a apresentar um efeito dependente da 
concentração. 
  
Tal como ocorreu no ensaio do DPPH, as folhas de B. rapa var. rapa foram 
claramente mais activas (quase quatro vezes mais) na intercepção do radical 
superóxido do que as inflorescências, IC25: 100 µg/mL vs 356 µg/mL (Sousa et al, 
2008), respectivamente.  
No entanto quando comparada com a B. oleracea var. costata, as folhas de B. rapa 
var. rapa foram menos eficientes uma vez que um valor de  IC25 =43 µg/mL está 
descrito para a primeira (Vrchovská et al, 2006). Esta diferença de actividade reflecte a 
diferente composição química das matrizes.  
 
 
Tabela 18. Valores de IC25 face ao radical superóxido  (µg/ml). 
  Superóxido (IC25) 
B. rapa var. rapa 100 
Lagarta 35 
Excrementos 17 
Borboleta 26 
    
 
 
 
Esta tendência (B. oleracea var. costata mais activa que B. rapa var. rapa) não 
se verifica quando comparadas as actividades das lagartas de P. brassicae 
alimentadas com as duas matrizes.  
 
Apesar da B. oleracea var. costata (Ferreres et al., 2007) apresentar um valor de 
IC25 contra o radical superóxido inferior ao encontrado para a B. rapa var. rapa (cerca 
de metade), a lagarta alimentada com B. rapa var. rapa tem um IC25 mais baixo (cerca 
de 7 vezes) do que a alimentada com B. oleracea var. costata (Ferreres et al., 2007). 
   
Partindo do pressuposto que a composição fenólica contribui, pelo menos em 
parte para o efeito antioxidante da matriz, é possivel deduzir que as diferenças 
verificadas entre o perfil da planta hospedeira B. rapa var. rapa, e a lagarta de P. 
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brassicae, e que resultam do metabolismo desta, condicionam actividade antioxidante 
observada. 
 
 
 
 
5.6.3. Óxido Nítrico  
 
 
No ensaio com o óxido nítrico (Figura 62 e Tabela 19) a borboleta revelou ser a 
matriz mais activa (IC10=5 µg/mL) tal como tinha acontecido no ensaio do DPPH. 
Novamente a actividade foi dependente da concentração. À semelhança dos dois 
ensaios já referidos a B. rapa var. Rapa foi a amostra menos activa com um IC10 de 53 
µg/mL. O IC10 é referido devido à reduzida solubilidade das amostras nos reagentes do 
ensaio do óxido nítrico e não à sua falta de actividade. 
 
Os resultados obtidos permitiram observar que a P. brassicae (lagarta, borboleta, 
excrementos) possui uma actividade mais elevada do que a sua planta hospedeira, o 
que pode ser resultado do sequestro selectivo de compostos antioxidantes para a 
protecção do lepidoptero.  
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Figura 62. Percentagem de intercepção do óxido nítrico pelas diferentes matrizes. 
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Tabela 19. Valores de IC10 face ao óxido nítrico das várias matrizes (µg/ml). 
  Óxido Nítrico (IC10) 
B. rapa var. rapa 53 
Lagarta 20 
Excrementos 16 
Borboleta 5 
    
 
 
Pela comparação das actividades de B. rapa var. rapa obtida neste estudo  com 
B. oleracea var. costata  (IC10: 25)(Sousa et al., 2008) é possivel verificar que esta 
última é mais activa contra o óxido nítrico, tal como já tinha sido verificado para o 
ensaio contra o superóxido. 
 
Na Tabela 20 estão reunidos os valores de IC encontrados para as matrizes em 
estudo neste trabalho para os ensaios com o DPPH, superóxido e óxido nítrico.   
 
 
Tabela 20. Valores de IC das várias matrizes nos ensaios efectuados (µg/ml). 
Ensaio 
B rapa var. 
rapa Lagarta Excrementos Borboleta 
  IC50       
DPPH 557 178 217 46 
  IC25       
Superóxido 100 35 17 26 
  IC10       
Óxido 
Nítrico 53 20 16 5 
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V. Conclusão 
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Com este estudo pretendeu-se identificar e quantificar (HPLC-DAD-MS) os 
compostos fenólicos presentes nos vários estádios do ciclo de vida da P. brassicae, 
nos seus excrementos e na planta hospedeira B. rapa var. rapa. 
 
Nesta planta foram identificados 25 flavonóides glicosilados, acilados e não 
acilados, e os ácidos ferúlico, sináptico e p-cumárico. Os insectos são incapazes de 
sintetizar compostos fenólicos ou os seus precursores, pelo que a sua presença nas 
diferentes fases da P. brassicae só pode ser explicada através do alimento ingerido, 
ou seja, do complexo de flavonóides e ácidos fenólicos livres presentes nas folhas de 
B.rapa var. rapa.  
 
Tanto a lagarta como os excrementos apresentaram um perfil fenólico distinto do 
da planta hospedeira evidenciando que a lagarta tem a capacidade de metabolizar 
estes fitoquímicos e excretá-los nos seus excrementos, que incluem derivados 
sulfatados descritos pela primeira vez. Os dados obtidos permitem concluir que os 
compostos fenólicos são maioritariamente excretados e não transferidos para as asas 
do lepidóptero. 
 
Quantitativamente os excrementos foram a matriz mais rica nestes compostos do 
que a lagarta sendo que não não foram detectados compostos fenólicos na exúvia 
nem na borboleta o que explica a elevado teor nos excrementos. Sendo os flavonóides 
sulfatados conhecidos pelo seu potencial antioxidante os excrementos de P. brassicae 
podem constituir fontes de compostos promotores de saúde, raros na natureza e 
díficeis de sintetizar em laboratório. 
  
Foi efectuada também a identificação e quantificação (HPLC-UV) dos ácidos 
orgânicos existentes nas matrizes já mencionadas. Estas apresentaram igual perfil 
qualitativo (ácidos cítrico, málico, chiquímico e fumárico) excepto os excrementos onde 
só foram identificados os ácidos fumárico e málico. A ausência dos ácidos cítrico e 
chiquímico pode dever-se ao seu uso por parte da lagarta no ciclo de Krebs durante o 
desenvolvimento. 
 
Ao testar a capacidade antioxidante os vários ensaios mostraram resultados 
diversos. No ensaio do DPPH a borboleta foi a matriz mais activa, enquanto que a 
B.rapa var. rapa apresentou a menor actividade. Salientou-se também a diferença de 
actividade nas várias matrizes. No caso do radical superóxido as matrizes 
apresentaram actividades equivalentes sendo os excrementos a matriz mais activa e a 
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B. rapa var. rapa a menos activa. No ensaio do óxido nítrico os resultados foram 
semelhantes ao do DPPH com a borboleta a apresentar a maior actividade e a B. rapa 
var. rapa a menor. Contrariamente ao DPPH, os excrementos e a lagarta mostraram 
neste ensaio actividade equivalente. 
 
Do exposto, constata-se que as matrizes aqui estudadas podem constituir-se 
como antioxidantes na indústria alimentar ou farmacêutica, permitindo obter algum 
benefício desta praga frequente nas produções de B. rapa var. rapa. 
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